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⋅OH Radical hidroxilo 
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Introducción. Considerando: 1) los efectos regenerativos del LGF –complejo de 
albúmina-bilirrubina con enlace covalente- en ratas SHR; 2) las propiedades 
antioxidantes de la albúmina, la bilirrubina y de sus complejos no covalentes y 3) 
la importancia creciente de los tratamientos antioxidantes en la terapia de la 
enfermedad cardiovascular; los objetivos de la Tesis Doctoral son estudiar los 
potenciales efectos antioxidantes del LGF, determinando: 1) su capacidad para 
eliminar diversos radicales libres en un medio acuoso; 2) la capacidad del 
tratamiento con LGF en ratas SHR para reducir la producción de radicales libres 
de la pared vascular y/o de estimular los sistemas endógenos de defensa 
antioxidante. Métodos. Se determinó en medio acuoso la capacidad del LGF para 
eliminar radical ABTS (estudio espectofotométrico); radical peroxilo (estudio 
fluorimétrico); el radical hidroxilo (estudio espectofotométrico y 
quimioluminiscencia) y radical anión superóxido (reactividad vascular en arterias 
carótidas de rata SD). En arterias de ratas SHR, WKY y SHR tratadas con LGF (4 
dosis de 4,5 µg/ día a lo largo de 12 días. Se determinó: 1) la producción de anión 
superóxido vascular (quimioluminiscencia y tinción con dihidroetidio y microscopía 
confocal de fluorescencia); 2) medidas de glutatión y actividad de la enzima 
glutatión reductasa en plasma; 3) medidas de peroxidación lipídica en plasma y 4) 
biodisponibilidad de NO vascular (tinción con DAF-2 y microscopía confocal de 
fluorescencia). Resultados y conclusiones. El LGF ejerce acciones 
antioxidantes por eliminación de radicales libres que son deletéreos para la pared 
vascular. Esta capacidad se produce a concentraciones molares muy bajas e 
inferiores a las que necesitan para realizar una función antioxidante la bilirrubina y 
la albúmina por separado. Esto sugiere que el LGF podría constituir un sistema de 
defensa antioxidante endógeno circulante e indica la importancia que tiene su 
enlace covalente y conformación para realizar efectos antioxidantes. Por otra 
parte, el tratamiento de ratas SHR con LGF reduce la producción del radical anión 
superóxido mediante la enzima NAD(P)H oxidasa y aumenta los niveles 
endógenos de defensa antioxidante. Estas acciones antioxidantes del tratamiento 
con LGF pueden explicar, en parte, la mejora de la función y estructura vascular 
en la rata SHR observadas en el estudio anterior con este compuesto. 
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I. LIVER GROWTH FACTOR   
El hígado es un órgano con una gran capacidad de regeneración. Después de 
una hepatectomía parcial del 66% del hígado, se inicia la síntesis de ADN en las 
células de la porción de hígado sano de forma que, en el plazo de 8 a 10 días, se 
recupera el peso total (Bucher y Malt, 1971). Entre los diversos mecanismos que 
se han propuesto para explicar la gran capacidad de regeneración del hígado está 
la existencia de un factor o factores humorales de crecimiento en animales 
parcialmente hepatomizados. Durante las décadas de los años 60 y 70 se 
realizaron numerosos experimentos, tanto in vivo como in vitro, para tratar de 
demostrar la existencia de este o estos factores en la sangre de animales sujetos 
a hepatectomía parcial. Entre otros, Moolten y Bucher (1967), en experimentos de 
circulación cruzada entre ratas parcialmente hepatomizadas y ratas normales 
observaron un aumento de la síntesis de ADN y de proteínas en el hígado de las 
ratas sanas. La adición de suero procedente de las ratas parcialmente 
hepatomizadas (y no de las ratas normales) a hepatocitos en cultivo, aumentaba 
la síntesis de proteínas y la captación de [3H] timidina. Este hecho indica un 
aumento de la proliferación celular (Fisher y cols., 1971a, 1971b; Paul y cols., 
1972) con lo que demostraron que el factor humoral responsable de la 
regeneración del hígado se encontraba en la sangre y que su concentración 
aumentaba cuanto mayor era la cantidad de hígado eliminado. 
Después de varios intentos para purificar este factor de crecimiento en 
suero, plasma, extractos de hígado o plaquetas (Morley y Kingdon, 1973; 
Goldberg y cols., 1980, LaBrecque y Bachur, 1982, Russell y cols., 1984), en 
1986 Díaz-Gil y colaboradores consiguieron purificar del plasma procedente de 
ratas parcialmente hepatomizadas una molécula de 66 kDa que, inyectada en 
ratones a dosis de nanogramos, era capaz de estimular, por sí sola, la síntesis de 
ADN y el índice mitótico de hepatocitos. Poseía igualmente actividad in vitro en 
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cultivo primario de hepatocitos de rata, estimulando la síntesis de ADN, 
incrementado la cantidad de proteína total hasta 96 horas después de su adición, 
activando la captación de sodio en los primeros minutos y la actividad del sistema 
A de transporte de aminoácidos (Díaz-Gil y cols., 1986a). A este factor se le 
denominó Liver Growth Factor (LGF).  
El LGF es un factor indetectable en el suero de los individuos sanos tanto 
en el ser humano como en las ratas, pero su concentración se incrementa cuando 
se produce un daño hepático o hepato-biliar (Díaz-Gil y cols., 1986b, 1988, 1989). 
Por ejemplo, la presencia del LGF se detecta en el plasma de la rata después de 
la inyección de hepatotoxinas, y es proporcional al grado de necrosis 
hepatocelular. Se ha demostrado que el factor desaparece cuando la rata se 
recupera de la agresión hepatotóxica (Diaz-Gil y cols., 1987b). También se ha 
demostrado que el plasma procedente de pacientes con hepatitis B, inyectado a 
ratones sanos por vía intraperitoneal tiene la capacidad de promover la síntesis de 
ADN en el hígado, mientras que una inyección de plasma procedente de sujetos 
sanos no produce este efecto (Diaz-Gil y cols., 1986b). 
1. EFECTOS BIOLÓGICOS DEL LIVER GROWTH FACTOR 
Los efectos más estudiados del LGF han sido los que ejerce como mitogéno en 
hígado. Así, se ha demostrado que la inyección de este factor a ratas normales 
(4,5 µg/rata, una inyección cada 3-4 días), provoca un crecimiento de la masa 
hepática, presenta máximos de síntesis de ADN a las 24 horas de cada inyección, 
y de proteínas y peso seco de hígado a las 48 horas, disminuyendo en los días 
siguientes. También se conoce que produce un incremento de células “PCNA-
positivas” y del índice mitótico sin producir efectos degenerativos (no hay 
aparición de fibrosis ni amiloides) (Díaz-Gil y cols., 1994). La acción del LGF no 
parece perturbar la homeostasis, puesto que un año después de la inyección de 
LGF, el hígado, el páncreas, los riñones y el bazo no tenían signos de 
degeneración o de fibrosis (Díaz-Gil y cols., 1994). 
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Otra de las características del LGF es su actividad antifibrótica. Así, en un 
modelo de ratas con cirrosis inducida por CCl4, una vez llegado a una situación de 
cirrosis irreversible, el tratamiento con LGF produjo una reducción significativa del 
colágeno hepático. Asimismo, el tratamiento mejoró de forma significativa la 
reestructuración del parénquima hepático, así como la inflamación y la necrosis. 
También aumentó la funcionalidad hepática y produjo recuperación de diversas 
funciones hemodinámicas como la presión portal, la presión arterial, la derivación 
porto-sistémica y la resistencia vascular sistémica, y redujo la ascitis (Díaz Gil y 
cols., 1999). 
En el hígado de la rata el mecanismo de acción del LGF está mediado por 
TNF-α, ya que la inyección de las ratas con anticuerpo anti-TNF-α antes del 
tratamiento con LGF disminuye los efectos mitogénicos de éste -aumento de la 
síntesis de ADN y células PCNA-positivas-. Este estudio también ha demostrado 
que la expresión de TNF-α tras el tratamiento con LGF se produce en el endotelio 
de la vena porta, lo que sugiere que la célula diana del LGF es la célula endotelial. 
Asimismo, en cultivos de células endoteliales humanas (HUVEC), el LGF estimula 
la secreción de TNF-α. Es de destacar que esta secreción es muy inferior (del 
orden de pg/ml) a la que se produce en los procesos inflamatorios. De hecho, los 
efectos del LGF en HUVEC mediados por TNF-α no incrementan las citocinas 
inflamatorias ICAM-1 o VCAM-1 (Díaz Gil y cols., 2003). 
Más recientemente se ha observado que el LGF muestra actividad 
biológica en tejidos extrahepáticos y puede ser útil en terapias 
neuroregenerativas. En un modelo de Parkinson en rata -inducido por 
denervación de neuronas dopaminérgicas mediante 6-hidroxidopamina- la 
infusión intraventricular de LGF aumentó significativamente la inervación en el 
estriatum, ya que aumentó las terminaciones nerviosas positivas a tirosina 
hidroxilasa e indujo la proliferación de la microglia (Reimers y cols., 2006). El 
tratamiento con LGF de ratas esponáneamente hipertensas (SHR) reduce la 
presión arterial y mejora la estructura y la función vascular (Somoza y cols., 
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2006). Otras funciones extrahepáticas descritas recientemente son la gran 
actividad angiogénica del LGF en el testículo, donde incrementa VEGFR2 
(Martínez-Galán y cols., 2005), y en el lecho subcutáneo (comunicación personal 
del Dr. Díaz-Gil), y en un modelo de fibrosis pulmonar en rata (Martín-Hidalgo y 
cols., 2007). 
2. NATURALEZA QUÍMICA DEL LIVER GROWTH FACTOR 
La caracterización química del LGF demostró que esta molécula tiene 
seroalbúmina en su composición. Así, el LGF presenta una composición de 
aminoácidos casi idéntica a la albúmina e igualdad de mapas trípticos, así como 
de espectros de absorbancia y fluorescencia. También tiene un dicroísmo circular 
muy parecido, los mismos determinantes antigénicos e igual movilidad 
electrofóretica. Asimismo, el tiempo de vida media del LGF es de 20 a 21 días, 
similar al de la albúmina  (Díaz-Gil y cols., 1987a). 
El hecho de que la seroalbúmina no tenga actividad mitogénica en hígado, 
sugirió que el LGF tenía que contener otro compuesto que, por sí mismo o 
formando un complejo con la albúmina, produjera actividad biológica. Este 
segundo compuesto es la bilirrubina. Para demostrar que el LGF era un complejo 
de seroalbúmina y bilirrubina, Díaz-Gil y colaboradores sintetizaron in vitro 
complejos albúmina-bilirrubina y demostraron que cuando se incubaba bilirrubina 
con albúmina en una relación molar igual a 1 ó 2 se formaba un complejo que 
simulaba la acción del LGF como mitógeno. En cambio, la albúmina o la 
bilirrubina por sí mismas no presentaban actividad mitótica en hígado al ser 
inyectada a ratones (Díaz-Gil y cols., 1987a). Otros autores han corroborado que 
el complejo albúmina-bilirrubina, inyectado en pequeñas dosis a ratas 
parcialmente hepatectomizadas, aumenta la actividad mitótica en el hígado y en el 
bazo de estas ratas (Abakumova y cols., 1994). 
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El hecho de que la bilirrubina tampoco presentara actividad mitótica sugería 
que en la molécula de LGF la unión de la albúmina y la bilirrubina producía algún 
cambio de conformación de la albúmina que podría explicar la actividad del 
complejo (Díaz-Gil y cols., 1987a). Se conoce que la albúmina y la bilirrubina 
pueden unirse mediante enlaces no covalentes y enlaces covalentes. Cuando la 
albúmina se une de forma covalente a la bilirrubina se le denomina bilirrubina δ o 
biliproteina. La biliproteina se detecta en suero de pacientes con colestasis y 
alteraciones hepatobiliares, tiene una semivida plasmática prolongada, igual que 
la albúmina (Weiss y cols., 1983; Gautam y cols., 1984; Reed y cols., 1988; 
Higashijima y cols., 1996). La caracterización definitiva del LGF procedente de 
ratas parcialmente hepatomizadas (Díaz-Gil y cols., 1988) y de humanos con 
hepatitis (Díaz-Gil y cols., 1989), demostró en ambos casos que este complejo se 
trataba de bilirrubina δ o biliproteina, es decir un complejo de albúmina y 
bilirrubina con un enlace covalente. Estos autores determinaron la concentración 
del complejo albúmina-bilirrubina en plasma de ratas a diferentes tiempos 
después de la hepatectomía parcial y de las mismas muestras de plasma 
purificaron LGF. La relación entre ambas magnitudes dio un coeficiente de 
correlación de 0.999, lo que indicaba que el LGF era bilirrubina δ. Hasta este 
momento la actividad biológica de la bilirrubina δ era completamente desconocida. 
3. ALBÚMINA 
La albúmina es una proteína muy hidrosoluble de 66 kDa, que se encuentra en 
gran cantidad en el plasma sanguíneo. La concentración plasmática normal oscila 
entre 35 y 50 g/l y supone un 65% de la proteína plasmática total (Greger y 
Windhorst, 1996; Ghuman y cols., 2005; Kasper y cols., 2008; Roche y cols., 
2008). Además de la albúmina del suero o seroalbúmina, existe albúmina en la 
clara de huevo (ovoalbúmina) y en la leche (lactoabúmina). 
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La albúmina, además de ser el determinante principal de la presión 
oncótica, cumple otras funciones entre las que se puede destacar su función 
como proteína transportadora de diversas hormonas -como las tiroideas y las 
hormonas liposolubles-, numerosos fármacos, así como ácidos grasos libres. La 
albúmina también es el transportador en suero de la bilirrubina, ya que ésta es 
liposoluble (Evans, 2002; Kasper y cols., 2008). 
 
 
 
                                                                
 
 
Figura 1. Estructura química de la albúmina (Roche y cols., 2008).  
La albúmina se sintetiza casi exclusivamente en los hepatocitos. Es una 
proteína con vida media muy larga, de 15 a 20 días y se degrada alrededor del 
4% por día. La albúmina presenta muy poca excreción renal -con la excepción de 
patologías que conllevan daño renal en las que se pierde una importante cantidad 
de albúmina por la orina-, debido principalmente a su tamaño y también en parte a 
su carga negativa (Greger y Windhorst, 1996). 
Aminoterminal 
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4. BILIRRUBINA 
La bilirrubina es un pigmento tetrapirrólico que se produce durante la degradación 
del grupo hemo. Entre 70 y 80% de los 250 a 300 mg de bilirrubina que se forman 
cada día proceden de la degradación de la hemoglobina de los eritrocitos 
envejecidos. El resto proviene de la destrucción prematura de los eritrocitos en la 
médula ósea y del recambio de las hemoproteínas (mioglobina y citocromos) 
presentes en todos los tejidos corporales. 
 
 
 
Figura 2. Estructura química de la bilirrubina. (Clark y Sharp, 2006)  
 La bilirrubina se forma en las células reticuloendoteliales, principalmente el 
bazo y el hígado, mediante dos reacciones enzimáticas. Primero, la enzima 
hemooxigenasa oxida el grupo hemo dando como productos biliverdina, monóxido 
de carbono y hierro, y a continuación, la biliverdina reductasa reduce la biliverdina 
para formar la bilirrubina. La configuración de la bilirrubina hace que sea 
prácticamente insoluble en agua, debido a los residuos hidrófobos que quedan en 
la parte externa de la molécula, lo que le hace un compuesto potencialmente 
tóxico. Para ser transportada en sangre la bilirrubina debe ser soluble, lo cual se 
logra por su unión no covalente reversible a la albúmina. La bilirrubina no 
conjugada ligada a albúmina es transportada hasta el hígado, donde es captada 
por los hepatocitos dejando la albúmina libre en el plasma. En el interior del 
hepatocito la bilirrubina se solubiliza al conjugarse con el ácido glucurónico. La 
bilirrubina conjugada forma parte de la bilis que finalmente se secreta al intestino 
delgado. El 80 y 90% de la bilirrubina se elimina como urobilinógeno en las heces, 
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y el resto es de nuevo absorbida de forma pasiva por la mucosa intestinal, a 
través de la vena porta llega al hígado donde es captada en su mayor parte por 
los hepatocitos y sólo una pequeña porción es eliminada por la orina (Kasper, 
2008). 
5. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA ALBÚMINA Y DE LA BILIRRUBINA 
Diversos estudios indican que la albúmina tiene capacidad antioxidante (Evans, 
2002; Oetti y cols., 2008; Roche y cols., 2008). Los efectos antioxidantes de la 
albúmina estan relacionados con la facilidad para unirse a numerosas moléculas, 
como iones metálicos, ácidos grasos, drogas y también hormonas (Roche y cols., 
2008). Su capacidad para ligar iones métalicos como el cobre (II) y el hierro (II) es 
particularmente importante ya que están implicados en la formación de las 
especies reactivas de oxígeno. También es importante su capacidad de unión a 
ácidos grasos libres, habiéndose demostrado que el impacto patogénico de 
niveles elevados de ácidos grasos libres es mayor si existe deficiencia de 
albúmina (Roche y cols., 2008). En tercer lugar, la albúmina puede ejercer 
capacidad antioxidante por la presencia de aminoácidos como cisteína, triptófano, 
tirosina, histidina, o metionina, que poseen un átomo de hidrógeno en su cadena 
lateral, que puede ceder fácilmente (Aliaga y Lissi, 2000; Nadal y cols., 2007). 
Además, algunos estudios epidemiológicos demuestran que los bajos niveles de 
albúmina están asociados con el incremento en el riesgo de mortalidad 
cardiovascular (Zoccali y cols., 2005). 
 En cuanto a la bilirrubina también existen evidencias epidemiológicas que 
indican que los bajos niveles de bilirrubina en suero se asocian con un aumento 
del riesgo de enfermedad cardiovascular (Mayer, 2000; Lin y cols., 2006; Perlstein 
y cols., 2008). Debido a que la bilirrubina y compuestos relacionados poseen 
propiedades antioxidantes (Neuzil y Stocker, 1994; Bélanger y cols., 1997; 
Stocker, 2004; MacLean y cols., 2007), se ha estudiado su posible acción 
terapeútica antioxidante, aumentando su producción mediante la estimulación de 
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la hemoxigenasa (Clark y cols., 2000; Foresti y cols., 2001; Adin y cols., 2005; 
Abraham y cols., 2007; Chung y cols., 2008). 
Por otra parte, se ha demostrado que los complejos de albúmina-bilirrubina, 
incluida la biliproteina también poseen propiedades antioxidantes en hepatocitos, 
eritrocitos y miocitos (Wu y cols., 1991; Neuzil y Stocker, 1994). Se ha descrito 
que, de todos ellos, la bilirrubina δ o biliproteína es el compuesto que posee una 
mayor actividad citoprotectora, con un efecto antioxidante incluso mayor que el 
producido por el ácido ascórbico (Wu y cols., 1991). Debido a la naturaleza del 
LGF es posible que parte de sus acciones biológicas se deban a las 
características antioxidantes de sus componentes o a efectos antioxidantes de la 
propia molécula. 
II. ESTRÉS OXIDATIVO  
Aproximadamente un 21% del aire que respiramos es oxígeno. El oxígeno es un 
elemento esencial para la vida en su papel de aceptor final de electrones en la 
cadena respiratoria mitocondrial y es la principal fuente de energía en los 
organismos aerobios (Cascales, 1999; 2005). En este proceso respiratorio, la 
mayor parte del oxígeno se reduce a agua, pero se estima que alrededor de un 
2% del oxígeno puede dar lugar a la formación de las especies reactivas de 
oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS) (Davies, 1995; Richter y cols., 1995). 
Las ROS se generan mediante sucesivas reacciones de reducción: el oxígeno se 
reduce a radical anión superóxido (O2-.), éste, a su vez, puede reducirse a 
peróxido de hidrógeno (H2O2) y el peróxido de hidrógeno a radical hidroxilo (.OH). 
Cuando en un organismo hay más especies reactivas de oxígeno de las que sus 
sistemas de defensa antioxidante pueden compensar, se produce el estrés 
oxidativo. En condiciones de estrés oxidativo las ROS producen daños 
irreversibles a los lípidos de la membrana, a las proteínas y al ADN que pueden 
inducir importantes alteraciones funcionales y estructurales en los diversos 
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componentes y orgánulos celulares (Kowaltowski y Vercesi, 1999; Dröge, 2002; 
Finkel, 2000; Cao y cols., 2007; Paravicini y Touyz, 2008; Slemmer y cols., 2008). 
1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y NITRÓGENO 
Algunas especies reactivas de oxígeno son radicales libres como el radical anión 
superóxido y el radical hidroxilo, otras son especies generadoras de radicales 
libres como el peróxido de hidrógeno. Un radical libre se define como un átomo o 
molécula que tiene uno o más electrones desapareados. La presencia de uno o 
más electrones desapareados hace que estas especies sean atraídas hacia un 
campo electromagnético, es decir, que sean paramagnéticas, lo que a veces les 
hace que sean especies altamente reactivas (Halliwell y Gutteridge, 2007).  
Los radicales pueden formarse a partir de una especie no radical cuando 
pierde o gana un electrón, o por un proceso de fisión homolítica que sucede 
cuando se rompe un enlace covalente y cada uno de los electrones del enlace se 
va a cada átomo. Para romper un enlace covalente se requiere cierta energía que 
puede proceder de una fuente de calor, de radiacción electromagnética, etc. Los 
radicales libres se caracterizan por iniciar reacciones en cadena que se pueden 
dividir en tres fases: la fase de iniciación, la fase de propagación y la fase de 
terminación (Halliwell y Gutteridge, 2007). 
En la fase de iniciación se forma un radical (A⋅) a partir de una especie no 
radical (AB):  
AB + C      A· + B + C  
En la fase de propagación el radical libre generado en la fase de 
iniciación, reacciona con otra especie no radical (CD) dando lugar a otro radical 
(D·): 
A· + CD       AC + D· 
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En la fase de terminación dos radicales libres reaccionan dando como 
producto una especie no radical (AD):  
A· + D·      AD 
La reactividad química de los radicales libres se puede evaluar mediante un 
parámetro denominado vida media (t1/2) de las especies químicas. La Tabla 1 
muestra la vida media de algunos radicales libres (Boveris, 1998; Cascales, 1999; 
Delles y cols., 2008).  
Tabla 1. Valores de vida media (t1/2) de algunos radicales libres presentes en los 
sistemas biológicos. 
 
Radical libre t1/2 (s) 
Radical hidroxilo (·OH) 10-9 
Radical anión superóxido (·O2) 
Radical alcoxilo (RO·) 
10-6 
10-6 
Radical peroxilo (ROO·) 10-1 
Óxido nítrico (NO·) 1-10 
  
Los radicales de mayor reactividad son los que tienen una vida media más 
corta, por tanto los radicales hidroxilo son los más reactivos, estos radicales 
reaccionan con cualquier molécula cercana. Existen otras especies con elevada 
reactividad, y no son radicales libres, como el oxígeno singlete (1O2), que es un 
estado electrónicamente excitado del oxígeno, con una vida media de 5x10-6 
segundos, o el peroxinitrito (ONOO-) cuya vida media es de 0,05 a 1 segundo. 
1.1. Principales especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 
En condiciones normales, el oxígeno molecular se encuentra en estado basal o 
triplete inerte (3O2). A pesar de ser un “birradical libre”, el oxígeno presenta una 
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baja reactividad debido a que los electrones desapareados de cada átomo de 
oxígeno presentan espines paralelos. Sin embargo, un cambio en el estado de 
estos electrones puede generar otras especies tóxicas (Briviba y cols., 1997; 
Halliwell y Gutteridge, 2007). 
La molécula de nitrógeno (N2) se encuentra presente en un 78% en el aire 
que respiramos y está formada por dos átomos de nitrógeno que forman tres 
enlaces covalentes completos, lo que le hace una molécula estable e inerte. 
Cuando un átomo de nitrógeno con tres electrones desapareados, reacciona con 
un átomo de oxígeno con dos electrones desapareados, se produce óxido nítrico 
(NO), que es una molécula con un número impar de electrones ya que se forma 
un doble enlace completo N=O y queda un electrón desapareado y deslocalizado 
que es el que da el carácter de radical libre al óxido nítrico. Por tanto, el óxido 
nítrico es un radical libre desde el punto de vista físico por poseer un electrón 
desapareado, pero su carácter de radical libre químico, como inductor de 
reacciones de propagación, no se conoce por el momento. Sin embargo, el óxido 
nítrico puede reaccionar fácilmente con el radical anión superóxido para formar 
peroxinitritos (ONOO-) mediante una clásica reacción de terminación (Beckman, 
1990; Richter y cols., 1995; Cascales, 1999; Ullricha y Kissnerb; 2006).  
El oxígeno se puede reducir mediante una vía tetravalente, en la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial, por la que capta 4 electrones y 4 protones 
para producir agua. O bien por una vía univalente -que se favorece por el 
ambiente reducido del medio intracelular y la presencia de metales- generándose 
las especies reactivas de oxígeno responsables de la toxicidad del oxígeno 
(reacción [1]). Las principales especies reactivas de oxígeno son el radical anión 
superóxido (O2-.), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (⋅OH) 
(Fidrovich, 1999; Cascales, 2005; Min y Jian-Xing, 2007; Szasz y cols., 2007). 
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[1]  
 
La primera especie reactiva de oxígeno generada por esta vía de reducción 
univalente es el radical anión superóxido, que se forma por la reducción del 
oxígeno mediante la captación de un electrón procedente de la cadena 
respiratoria mitocondrial. El radical anión superóxido es la base conjugada de un 
ácido débil -el radical hidroperóxido (HOO.)- cuyo pKa es de 4,88 (Aikens y Dix, 
1991). En las proximidades de la membrana, donde se produce este radical, el pH 
es mucho más bajo que en el citoplasma, por lo que predominará la forma ácida o 
radical hidroperóxido. Debido a su carácter no iónico puede introducirse en la 
membrana celular y desencadenar procesos de peroxidación lipídica (Bielski, 
1983; Aikens y Dix, 1991). El radical hidroperóxido es mucho más reactivo, más 
oxidante que el radical anión superóxido, pero en disolución acuosa a pH 
fisiológico predomina la forma no protonada, es decir, el radical anión superóxido. 
El radical anión superóxido se comporta como reductor u oxidante débil, 
pero tiene la capacidad de reaccionar fácilmente con el óxido nítrico dando como 
producto el peroxinitrito (OONO-) (Beckman y cols., 1990; Min y Jian-Xing, 2007). 
Los peroxinitritos intervienen en el daño oxidativo generando productos tóxicos 
como el  4-hidroxinonenal por peroxidación lipídica, la oxidación de los grupos 
carbonilos de las proteínas y la nitración de los residuos tirosina de las proteínas 
(3-nitrotirosina), particularmente nocivos para las células (Ischiropoulos y cols., 
1992; Ischiropoulos y al-Mehdi, 1995; Ischiropoulos, 1998; Gow y cols., 2004; Hall 
y cols., 2004; Singh y cols., 2007).  
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El radical anión superóxido es más reactivo en medio hidrofóbico que en 
disolución acuosa, ya que en disolución acuosa se dismuta de forma espontánea 
(Rabani y Nielsen, 1969) o catalizada por la enzima superóxido dismutasa (SOD) 
(Fridovich, 1974 y 1975), generando peróxido de hidrógeno (Wazawa y cols., 
1992) (reacción [2]). 
 [2]  
El peróxido de hidrógeno también puede formarse por la reducción 
divalente del oxígeno molecular -sin la formación del radical anión superóxido- 
mediante las oxidasas de los peroxisomas, enzimas que actúan como 
catalizadoras de la reacción. Los niveles de concentración de peróxido de 
hidrógeno en las células suelen ser 1000 veces mayores que los del radical anión 
superóxido. El peróxido de hidrógeno puede actuar como oxidante o como 
reductor, y es poco reactivo en disolución acuosa. Sin embargo, en exceso resulta 
muy nocivo para la célula, ya que puede atravesar las membranas biológicas e 
inducir la formación del radical hidroxilo en puntos alejados de su lugar de origen. 
El radical anión superóxido y peróxido de hidrógeno pueden dan lugar al 
radical hidroxilo, si en el medio de reacción existen trazas de metales de 
transición -como el hierro o el cobre- que actúan como catalizadores aumentando 
la velocidad de las reacciones hasta 10.000 veces a pH neutro, ya que en 
disolución acuosa la constante de equilibrio es muy baja (Elstner, 1991) 
(reacciones [3-5]):  
 
[3] 
[4] 
   
[5] 
 
O2-
.
 + O2-
.
 
+ 2H+     H2O2 + O2 
 
O2-
.
 + Fe3+         O2 + Fe2+ 
 
Fe2+ + H2O2          Fe3+ + OH- + 
.OH 
 
 
O2-
.
 + H2O2         O2 + OH- + 
.OH  
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La reacción [4] se conoce como reacción de Fenton, y fue descrita en 1834 
para explicar las propiedades oxidantes de la mezcla sulfato ferroso y peróxido de 
hidrógeno. La reacción [5] es la reacción de Haber-Weiss que fue propuesta en 
1934 y demuestra que la reacción entre el radical anión superóxido y el peróxido 
de hidrógeno da lugar al radical hidroxilo. El radical anión superóxido necesita la 
presencia del peróxido de hidrógeno para producir el radical hidroxilo, mientras 
que el peróxido de hidrógeno puede producirlo por sí mismo. 
Por tanto, es muy importante eliminar rápidamente las especies reactivas 
de oxígeno como el radical anión superóxido y el peróxido de hidrógeno de la 
célula, de ahí la existencia de los correspondientes mecanismos de defensa 
antioxidante enzimáticos -SOD y catalasa-, antes de que formen el radical 
hidroxilo, altamente oxidante, y contra el que no existe ningún sistema 
detoxificador enzimático. 
El radical hidroxilo está implicado en las reacciones del proceso de 
peroxidación lipídica con los ácidos grasos no saturados (RH), generando 
radicales alquilo (R·), radicales peroxilo (ROO·) e hidroperóxidos (ROOH) 
estables, según las reacciones siguientes (reacciones [6]): 
 
            [6]   ·OH + RH        R· + H2O 
 R· + O2        ROO· 
 ROO· + RH        R· + ROOH 
Los radicales peroxilos son capaces de llevar a cabo reacciones de 
terminación con la formación de productos excitados electrónicamente, como el 
oxígeno singlete (1O2), aldehídos (ROH) y cetonas (RCO*) con grupos carbonilos 
excitados (reacciones [7]); (Cascales, 1999). 
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            [7]   ROO· + ROO·   RHO + RO + 1O2 
ROO· + ROO·   RCO* + RO + O2 
 
1.2. Fuentes de especies reactivas de oxígeno 
Además de la radiación ultravioleta, que produce radicales libres como el oxigeno 
singlete, existen varios sistemas enzimáticos en distintos compartimentos 
celulares que generan radicales libres.  
Las mitocondrias, presentes en todas las células aerobias, son la fuente 
biológica más importante de anión superóxido llevada a cabo por dos 
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial, la ubisemiquinona y la flavin 
semiquinona de la NADH deshidrogenasa. El radical anión superóxido no es 
capaz de atravesar la membrana mitocondrial interna por lo que se encuentra 
confinado en la matriz donde reacciona rápidamente con la enzima manganeso-
superóxido dismutasa (Mn-SOD) y con el óxido nítrico dando lugar al peróxido de 
hidrógeno y al peroxinitrito, respectivamente (Lezza y cols., 1994). 
En la membrana celular se generan radicales anión superóxido, peróxido 
de hidrógeno, oxígeno singlete y ácido hipocloroso (HClO) mediante la acción de 
las enzimas NAD(P)H oxidasa, mieloperoxidasa y xantina oxidasa (Wolin, 2000; 
Genestra, 2007). Además, otras enzimas como la lipooxigenasa y la 
ciclooxigenasa también generan ROS durante la síntesis de leucotrienos, 
tromboxanos y prostaglandinas (Wolin, 2000; Genestra, 2007).  
En el retículo endoplasmático también se producen radicales anión 
superóxido y peróxido de hidrógeno por la autooxidación de la flavoproteína 
NADPH citocromo P-450 reductasa y el citocromo P-450. Asimismo, las 
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monooxigenasas de función mixta, proporcionan otra fuente importante de anión 
superóxido (Kozlov y cols., 2007). 
En el citoplasma se encuentran enzimas como la xantina oxidasa y la 
aldehído deshidrogenasa que durante sus ciclos catalíticos generan ROS como 
subproductos (Greene y Paller, 1992), y pequeñas moléculas solubles, como 
catecolaminas, flavinas y tioles, que mediante procesos de autooxidación reducen 
el oxígeno (Baccanari, 1978). 
2. FUNCIONES FISIOLÓGICAS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE 
OXÍGENO 
Las especies reactivas de oxígeno cumplen importantes funciones celulares, de 
hecho se están produciendo continuamente en el organismo y muchas de ellas 
son necesarias para llevar a cabo varios procesos biológicos (Suzuki y cols., 
1997; Turpaev, 2002; Hancock y cols., 2001; Valko y cols., 2007). Entre otras, las 
ROS llevan a cabo funciones defensivas, como la actividad fagocítica, el ataque a 
virus, bacterias y células anómalas (Suthanthiran, 1984; Donkó y cols., 2005). 
Asimismo, actúan como vasodilatadores en la circulación cerebral (Miller y cols., 
2006; Terashvili y cols., 2006). Las ROS también regulan diversas actividades 
enzimáticas, participan en sistemas de transducción de señales y pueden actuar 
como segundos mensajeros (Nose, 2000; Dröge, 2002; Turpaev, 2002; Galaris y 
Pantopoulos, 2008; de Lamirande E y O'Flaherty, 2008). Además, intervienen 
tanto en la diferenciación celular como en los procesos de apoptosis (Suzuki y 
cols., 1997; Ozben, 2007; Chen y cols., 2008). 
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3. EFECTOS NOCIVOS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
La acumulación de ROS en el organismo puede provocar daños en la estructura y 
función celular mediante la degradación oxidativa de los lípidos, las proteínas y el 
ADN (Finkel, 2003; Cui y cols., 2004; Liu y cols., 2005; Dröge y Schipper, 2007). 
Peroxidación lipídica 
Los lípidos, sobre todo los ácidos grasos poliinsaturados, son las biomoléculas 
más susceptibles de ser atacadas por los radicales libres (Cheesman y Slater, 
1993). La peroxidación lipídica es un proceso en el que se producen lesiones en 
las membranas biológicas lo que conlleva daños celulares irreversibles (Halliwell y 
Gutteridge, 1984; Korkmaz y cols., 2006; Nicolson, 2007, Casado y cols., 2008; 
Zimniak, 2008). 
La peroxidación lipídica consta de tres fases: fase de iniciación, fase de 
propagación y fase de terminación (Mathews y cols., 1999). 
La fase de iniciación comienza con el ataque de un radical hidroxilo a un 
ácido graso poliinsaturado (RH), formándose un radical alquilo (R⋅). Este radical 
alquilo es un dieno conjugado que reacciona con el oxígeno molecular dando 
lugar a un radical peroxilo (ROO⋅), compuesto principal de la peroxidación lipídica 
(Aikens y Dix, 1991; Hogg y Kallagan., 1999) (secuencia de reacciones [8]). 
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Figura 3. Fase de iniciación de la peroxidación lipídica. Adaptado de Hogg y 
Kalyanaraman, 1999. 
A continuación, en la fase de propagación, el radical peroxilo reacciona 
con un ácido poliinsaturado, formándose el hidroperóxido (ROOH) (Bielski y cols., 
1983) y otro radical alquilo, que este a su vez dará lugar a otro radical peroxilo 
(reacciónes [9] y [10]). Los hidroperóxidos formados en esta fase inducen a su vez 
daño oxidativo (Girotti, 2008). 
[9]    ROO. + RH      ROOH + R. 
      [10]          R. + O2         ROO. 
La fase de terminación se produce cuando reaccionan dos radicales 
dando lugar a compuestos no radicales (secuencia de reacciones [11]). El 
oxígeno singlete (1O2) que se genera en esta fase también puede reaccionar con 
 
 
.OH 
Ácido graso poliinsaturado 
Radical alquilo 
Dieno conjugado 
Radical peroxilo 
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un ácido graso poliinsaturado y desencadenar un nuevo proceso de peroxidación 
lipídica (Minami y cols., 2008). En esta fase también se producen hidroperóxidos, 
F2-isoprostanos y aldehídos (como el 4-hidroxinonenal o el malonaldehído). 
Algunos de estos aldehídos son muy reactivos y se pueden considerar como 
segundos mensajeros que aumentan la toxicidad de la peroxidación lipídica 
(Esterbauer y cols., 1991; Moore y cols., 1995; Guiotto y cols., 2007). 
  
[11] 
 
Daño a proteínas 
Todas las proteínas tienen residuos susceptibles de ser afectados por los 
radicales libres, principalemente por el radical hidroxilo. Los aminoácidos tirosina, 
fenilalanina, triptófano, histidina, metionina y cisteína, son los más susceptibles de 
ser oxidados, perdiéndose su función biológica (Davies, 1987). En situaciones de 
estrés oxidativo, los radicales libres provocan daños en las proteínas, modificando 
sus componentes. Estas modificaciones en las proteínas, que pueden ser 
catalizadas por iones metálicos, producen la pérdida de la actividad catalítica o de 
la integridad estructural de la membrana (Shacter, 2000; Nyström, 2003; Breusing 
y Grune, 2008; Winterbourn y Hampton, 2008). Por otra parte, las proteínas 
modificadas pueden formar compuestos covalentes entre proteínas o aductos con 
otros radicales (como los que se generan durante la peroxidación lipídica) 
(Kowalik-Jankowska y cols., 2008, Winterbourn y Hampton, 2008). 
R. +  R.                 RR 
 
      ROO. + ROO.     1O2 + ROOR 
 
  ROO. + R.         ROOR 
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Las proteínas que contienen los aminoácidos cisteína y metionina, son más 
propensas a sufrir daño oxidativo por contener átomos de azufre que son 
susceptibles a la oxidación (Levine y cols., 1999; Shacter, 2000; Brown y cols., 
2008), aunque el papel de la metionina no está claro ya que podría proteger a las 
proteínas del daño oxidativo (Levine y cols., 1999). 
Daño al ADN 
Los radicales libres pueden producir daño al ADN provocando la rotura de las 
cadenas polipeptídicas, por hidroxilación de sus bases nitrogenadas, provocando 
uniones cruzadas entre las distintas cadenas del ADN o entre las cadenas de 
ADN y las proteínas, o modificando la cromatina. El radical hidroxilo es el inductor 
de las roturas de las cadenas de ADN. También es responsable de la formación 
de las bases anómalas, así como de alteraciones en la duplicación y transcripción 
(Floyd y Carney, 1992; Meissner, 2007). 
4. SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 
La mayor parte de los radicales libres generados por el organismo son eliminados 
mediante unos mecanismos de defensa -presentes en todas las células- 
conocidos como antioxidantes, captadores de radicales libres o reductores. Un 
antioxidante se puede definir como una sustancia que, a bajas concentraciones 
respecto al sustrato oxidable, retrasa o previene su oxidación (Halliwell y 
Whiteman, 2004). Los antioxidantes pueden ser generados por las propias células 
o incorporados en la dieta. Los sistemas de defensa antioxidante en el organismo 
pueden clasificarse en dos grupos: sistemas de defensa enzimáticos y sistemas 
de defensa no enzimáticos. Los sistemas enzimáticos se encuentran dentro de la 
célula como la glutatión peroxidasa (GPx), la glutatión reductasa (GR), la SOD, y 
la catalasa. Además de los sistemas enzimáticos existen pequeñas moléculas en 
los espacios extracelulares, en la sangre, así como en los fluidos corporales, que 
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constituyen una primera línea de defensa frente a ROS, donde los sistemas 
enzimáticos están ausentes o en cantidades muy pequeñas. Estas pequeñas 
moléculas antioxidantes pueden ser hidrosolubles, localizadas en los fluidos, 
como el glutatión o la vitamina C, o liposolubles, localizadas en las membranas 
celulares, como la vitamina E (Dekkers y cols., 1996). 
4.1. Sistemas de defensa antioxidante no enzimáticos 
Glutatión 
El glutatión es un péptido compuesto por tres aminoácidos: γ-L-glutamina, L-
cisteína y glicina. El glutatión es el mayor componente sulfhidrilo no proteico en 
las células de mamíferos, presente a concentraciones de 0,5 a 10 mM (Meister y 
Anderson, 1983; Biolo y cols., 2007). Este tiol libre tiene importantes funciones 
biológicas: en la proliferación celular, en el transporte de aminoácidos, en la 
síntesis de proteínas y de ADN, como reserva para la cisteína y en la protección 
celular contra la oxidación (Meister y Anderson, 1983; Franco y cols., 2007). Esta 
protección frente al daño causado por sustancias oxidantes como los radicales 
libres, se debe al grupo sulfhidrilo (SH) de la L-cisteína (Meister y Anderson, 
1983) (Figura 4). 
 
 
 
Figura 4. Estructura química del glutatión en forma reducida (GSH). 
El glutatión puede encontrarse en dos formas redox: el glutatión reducido 
(GSH) y el glutatión oxidado (GSSG). El GSSG está formado por dos GSH unidos 
por un puente disulfuro. El glutatión se puede considerar como un tampón redox, 
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protegiendo los grupos sulfhidrilo de las proteínas, manteniendo el hierro del 
grupo hemo en forma de hierro (II) y eliminando los peróxidos tóxicos. El paso de 
la GSH a GSSG está catalizado por la glutatión peroxidasa. El GSSG se 
encuentra a concentraciones mucho menores que el GSH, inferiores al 5%. En 
condiciones fisiológicas normales el equilibrio entre el GSSG y el GSH se 
mantiene a través de un rápido reciclaje del GSSG a GSH por la glutatión 
reductasa, flavoenzima que utiliza el NADPH como donador de electrones 
(Meister y Anderson, 1983). Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la 
GR, el glutatión no se consume, se recicla (Figura 5). 
 
 
 
 
 
Figura 5. Ciclo de óxido-reducción del glutatión. GPx: glutatión peroxidasa,  GR, glutatión 
reductasa, G6FD: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 
En situaciones de estrés oxidativo, el GSH elimina el exceso de radicales 
libres intracelulares y por oxidación del grupo sulfhidrilo de su residuo cisteína, se 
oxida a GSSG mediante la glutatión peroxidasa, que posteriormente se reduce a 
GSH por la glutatión reductasa (Meister y Anderson, 1983; Shan y cols., 1990), 
pero puede producirse una acumulación de GSSG con efectos tóxicos como por 
ejemplo inactivando enzimas. Para evitar estos efectos, las células han de 
mantener el cociente GSSG/GSH dentro de unos límites bajos (menores a 0,01). 
Por tanto, el contenido de GSSG intracelular es un buen índice de estrés 
oxidativo. 
Glutatión reducido
(GSH)
Glutatión oxidado
(GSSG)
CICLO DE 
ÓXIDO-REDUCCIÓN 
DEL GLUTATIÓN
NADP+
NADPH +H+
GPx GR
H2O2
H2O
G6FD
Glucosa-6-fosfato
6-fosfogluconato
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Vitamina C o ácido ascórbico  
Las propiedades antioxidantes del ácido ascórbico se atribuyen a la capacidad de 
su forma ionizada para reaccionar con los radicales libres y para regenerar la 
vitamina E (Stadtman, 1991). En el proceso de regeneración de la vitamina E, se 
forma el radical semidehidroascorbato, que presenta una baja reactividad (Bielski 
y cols., 1975) y se descompone espontáneamente -con lo que frena las 
reacciones en cadena de los radicales- o se reduce de nuevo para regenerar el 
ascorbato con consumo de NADH o glutatión (Halliwell, 1990). Sin embargo, el 
ascorbato también es capaz de reducir el hierro (III) a hierro (II) y el oxígeno a 
peróxido de hidrógeno, favoreciendo la reacción de Fenton, aunque en 
condiciones fisiológicas se ha demostrado que el ascorbato ejerce un efecto 
inhibidor sobre la peroxidación lipídica y la oxidación proteica (Hunt y cols., 1992). 
Ácido úrico 
El ácido úrico es un antioxidante hidrosoluble capaz de eliminar radicales libres y 
trazas de hierro (II) (Davies y cols., 1986), aunque hay controversia respecto a 
sus propiedades antioxidantes, ya que podría llegar a tener efectos pro-oxidantes 
y pro-inflamatorios cuando hay un exceso de ROS (Strazzullo y Puig, 2007). 
Vitamina E o tocoferol 
La vitamina E es un antioxidante liposoluble que puede eliminar radicales libres e 
inhibir procesos de peroxidación lipídica de las membrana (Atkinson y cols., 
2008). Este bloqueo se produce porque el radical lipoperoxilo, en vez de atacar a 
un segundo lípido insaturado, reacciona con el hidroxilo fenólico de la vitamina E, 
produciendo un lipoperóxido y un radical de la vitamina E, el radical tocoferilo. Las 
formas resonantes del radical de la vitamina E no son suficientemente reactivas 
para seguir propagando la peroxidación. 
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Carotenoides 
Los carotenoides son pigmentos orgánicos constituyentes de las membranas de 
los cloroplastos, constituyendo las especies químicas más eficientes para atrapar 
el oxígeno singlete (Bensasson y cols., 1976). Presentan acciones sinérgicas con 
la vitamina E. Pero mientras los carotenoides actuan en presencia de bajas 
presiones de oxígeno, la vitamina E lo hace a valores elevados (Di Mascio y cols., 
1991). Asimismo, la vitamina E protege de la oxidación a los dobles enlaces 
conjugados de los carotenos (Burton e Ingold, 1984; Huang y cols., 2006). 
Melatonina 
La melatonina es una hormona implicada en el proceso de madurez sexual, en la 
respuesta inmune, regula la temperatura corporal y actúa como uno de los 
antioxidantes liposolubles más eficaces frente al radical hidroxilo (Pieri y cols., 
1995). Además, modula la óxido nítrico sintasa (NOS), los enzimas generadores 
de radicales libres dependientes del citocromo P-450 y estimula la glutatión 
peroxidasa (Barlow-Walden y cols., 1995). 
Ubiquinol o coenzima Q 
El ubiquinol o coenzima Q es un antioxidante liposoluble, que difunde 
rápidamente a través de la membrana mitocondrial interna y es un constituyente 
de la cadena de transporte de electrones, con capacidad para estabilizar 
membranas por inhibir la peroxidación lipídica. Estos efectos se producen gracias 
a la capacidad de la forma reducida del ubiquinol –ubiquinol QH2,- para eliminar 
radicales libres (Alleva y cols., 1995; Cascales, 1999). El ubiquinol QH2, es un 
antioxidante natural, y al contrario que la vitamina E o los carotenoides, su 
actividad antioxidante es ilimitada (Cascales, 1999). 
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4.2. Sistemas de defensa antioxidante enzimáticos 
A continuación se describen diversos enzimas que participan en la protección de 
las células frente a las especies reactivas de oxígeno. Sin embargo, hay que tener 
en cuenta que la protección eficiente frente al estrés oxidativo ha de ser 
proporcionada por la coordinación adecuada entre todas las enzimas y demás 
sistemas antioxidantes de la célula. 
Superóxido dismutasa  
La enzima superóxido dismutasa constituye la primera defensa enzimática que 
presenta la célula frente a la producción de radical anión superóxido. Esta enzima 
cataliza la dismutación del radical anión superóxido para dar como productos 
finales peróxido de hidrógeno y oxígeno (ver reacción [2]).  
Desde su descripción en 1969 por Mc Cord y Fridovich, se han 
caracterizado tres isoenzimas en mamíferos que difieren tanto en su localización 
celular como en los cofactores metálicos de sus centros activos. La enzima SOD 
de localización citosólica es la Cu/Zn-SOD; la SOD localizada en la matriz 
mitocondrial es la Mn-SOD (Fridovich, 1974 y 1975; McCord y Fridovich, 1988), y 
se ha descrito una tercera isoforma, la EC-SOD, que se localiza en el espacio 
extracelular (Nozik-Grayck y cols., 2005; Szasz y cols., 2007). 
Catalasa 
La catalasa es otro sistema de defensa antioxidante complementario con la SOD, 
ya que elimina el peróxido de hidrógeno celular cuando se encuentra a una 
concentración más elevada de lo normal para transformarlo en oxígeno y agua 
(reacción [13]): 
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[13] 
Es una hemoproteína que consta de cuatro subunidades proteicas, cada 
una de las cuales contiene un grupo hemo [hierro (III)-protoporfirina] unido a su 
centro activo. 
La catalasa se encuentra en diversos tejidos como el hígado, riñón y en 
menor cantidad en el tejido conectivo y eritrocitos (Aebi, 1984). Asimismo, la 
catalasa también está presente en tejido vascular (Szasz y cols., 2007). 
Glutatión peroxidasas, glutatión reductasa y glucosa 6-fosfato 
deshidrogenasa 
La catalasa y la glutatión peroxidasa desempeñan papeles complementarios ya 
que este último enzima elimina cantidades de hidroperóxidos bajas pero 
producidas constantemente, mientras que la catalasa es de gran importancia en 
situaciones de estrés oxidativo debido a que presenta valores de Km y Vmax casi 
tres órdenes de magnitud mayores que los de la glutatión peroxidasa (Amstad y 
cols., 1994). 
La glutatión peroxidasa se localiza fundamentalmente en el citoplasma, 
aunque también puede encontrarse en la mitocondria. Se localiza tanto en 
eritrocitos como en plasma. La GPx desempeña un papel fundamental en la 
defensa antioxidante contra el estrés oxidativo protegiendo las membranas frente 
a la peroxidación lipídica (Sevanian y cols., 1988; Howard, 1998; Groussard y 
cols., 2003) mediante la destrucción, por reducción, del peróxido de hidrógeno y 
de los hidroperóxidos orgánicos, a la vez que oxida el GSH a GSSG (reacción 
[14]). 
[14] 
2H2O2         2 H2O + O2 
H2O2 + 2GSH           GSSG + 2H2O 
ROOH + 2GSH          GSSG + H2O + ROH 
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El GSH consumido por la GPx se regenera a través de la glutatión 
reductasa (Figura 5). Esta enzima es fundamental para la correcta eliminación de 
hidroperóxidos y para proteger al organismo del daño producido por el GSSG. La 
GR es una flavoenzima que se encuentra en citoplasma y mitocondrias, 
encargada de mantener los niveles normales de glutatión intracelular, ya que la 
disponibilidad del GSH es limitada, y un aumento en la relación GSSG/ GSH, es 
altamente tóxica para la célula.  
El NADPH oxidado por la glutatión reductasa es reducido de nuevo por la 
glucosa 6-fosfato deshidrogenada (Rahman y cols., 1999) (reacción [15]). 
[15] 
III. HIPERTENSIÓN ARTERIAL 
La presión arterial es la fuerza que ejerce la sangre bombeada por el corazón 
sobre las arterias. La hipertensión arterial (HTA) es el aumento de la presión o 
tensión arterial por encima de unos valores normales. Puesto que la presión 
arterial tiene una distribución unimodal (Oldham y cols., 1960), la palabra 
hipertensión es en cierto modo científicamente cuestionable ya que su 
clasificación –basada en valores de corte- es arbitraria. Sin embargo la existencia 
de valores de corte por encima de los cuales se considera que un individuo es 
hipertenso, son necesarios, ya que la HTA es un importante factor de riesgo de 
patología cardiovascular y el conocimiento de las cifras de presión arterial son 
esenciales para el abordaje terapéutico y para la práctica clínica diaria (Mancia y 
cols., 2007).  
La hipertensión arterial puede clasificarse en hipertensión primaria o 
esencial e hipertensión secundaria. La hipertensión esencial es de origen 
desconocido. Es el tipo de hipertensión más común en la población y la padecen, 
aproximadamente, un 95% de los pacientes hipertensos. La hipertensión esencial 
Glucosa-6-Fosfato + NADP+              6-fosfogluconato + NADPH + H+ 
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humana se desarrolla de manera gradual, generalmente a partir de la mediana 
edad aunque también puede comenzar a edades más tempranas (Staessen y 
cols., 2003). Aunque la HTA esencial es de origen desconocido existen diversos 
aspectos fisiopatológicos conocidos. Entre otros está claramente establecido el 
papel central que ocupa la disfunción endotelial (Swales, 1995) y el remodelado 
de la pared de las arterias de resistencia (Folkow, 1990; Mulvany, 1994). También 
son conocidos algunos factores que contribuyen al desarrollo y mantenimiento de 
la HTA. Unos son factores modificables tales como la dieta (especialmente el 
exceso en el consumo de sal) o el sedentarismo (Bohr y cols., 1991; Swales 1995; 
Hanes y cols., 1996). Otros son factores no modificables, como: la carga genética; 
la raza -la presión arterial presenta valores más elevados en personas de raza 
negra que en personas de raza blanca- (Burt y cols., 1995); el género -los 
hombres tienen mayor riesgo de ser hipertensos hasta los 55 años, a partir de 
entonces, el riesgo es el mismo para hombres y mujeres-; o la edad -la presión 
arterial aumenta con la edad- (Swales, 1995). También se conoce que el 
desarrollo de la hipertensión esencial suele estar asociado a otras alteraciones 
como la obesidad, la Diabetes Mellitus y la hipercolesterolemia, las cuales forman 
parte de lo que se denomina síndrome metabólico y que junto con la hipertensión, 
constituyen importantes factores de riesgo de desarrollo de accidentes 
cardiovasculares (Mancia y cols., 2007; Wassink y cols., 2007). 
La hipertensión secundaria tiene una etiología conocida y la padecen el 5% 
de los pacientes hipertensos. Entre otros orígenes puede deberse a la existencia 
de enfermedades renales o alteraciones de las arterias renales; a un 
estrechamiento de la arteria aorta; a anomalías en la secreción de diversas 
hormonas (como las producidas por las glándulas suprarrenales o el tiroides, 
entre otras). Una vez conocida la causa de la hipertensión y habiéndose tratado al 
paciente, la presión arterial retorna a sus valores normales (Mancia y cols., 2007). 
Cuando se produce un exceso de presión en las arterias que es mantenido 
a lo largo del tiempo, puede llevar a un gran número de complicaciones. La 
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hipertensión puede afectar a la salud de diversas maneras. En primer lugar la 
presión dentro de las arterias puede producir un endurecimiento de las arterias, 
hipertrofia de la pared vascular o estrechamiento de la luz vascular, todo esto se 
conoce como remodelado vascular hipertensivo (Safar y cols., 2001; Et-Taouil y 
cols., 2003; Safar y cols., 2003; Mahmud y Freely, 2004; Schiffrin y Touyz, 2004).  
El estrechamiento de la luz vascular, junto con el aumento del riesgo de 
aterosclerosis, puede favorecer la aparición de un accidente cardio o 
cerebrovascular. Por otra parte, la hipertensión obliga al corazón a trabajar con 
más intensidad, lo que a la larga produce la hipertrofia ventricular y altereaciones 
de las arterias intramiocárdicas (Brilla y cols., 2000; Gagnon y cols, 2004; Levick y 
cols., 2006), que puede conducir a una insuficiencia cardíaca o infarto. Además, la 
HTA puede producir lesiones renales y oculares, así como patologías vasculares 
periféricas (Swales, 1995).  
El hecho de que la HTA sea un importante factor de riesgo cardiovascular 
ha determinado que a lo largo de los años, los valores de presión arterial óptimos 
establecidos para cada población han disminuido progresivamente a medida que 
se ha profundizado en el conocimiento y consecuencias de la HTA. Por ejemplo, 
hasta hace una década aproximadamente, los valores por debajo de los 150 
mmHg de presión arterial máxima o sistólica (PAS) y de los 90 mmHg de presión 
arterial mínima o diastólica (PAD), se consideraban dentro del rango de la 
normalidad, sin embargo, en la actualidad, esos valores ya se consideran 
elevadosl. En el año 2003, las sociedades Europea y Americana de Hipertensión 
(Chobanian y cols., 2003) propusieron nuevas clasificaciones en las que se 
incluyen nuevas categorías, como la de presión arterial óptima, normal y normal 
alta (clasificación de la Sociedad Europea de Hipertensión) o presión arterial 
normal y pre-hipertensión (clasificación de la Sociedad Americana de 
Hipertensión) (Tabla 2). También se han establecido grados en la clasificación de 
la hipertensión: “grado 1 y grado 2”, según la clasificación europea y “estadío 1 y 
estadío 2”, de acuerdo con la clasificación americana. En el año 2007 se ha 
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realizado una revisión de dichas cifras por un comité de las Sociedades Europea 
de Hipertensión y Europea de Cardiología (ESH/ESC) manteniéndose la 
clasificación de las guías del año 2003 con algunas modificaciones (Mancia y 
cols., 2007). Entre las consideraciones más importantes se ha decidido no utilizar 
la terminología americana que engloba presión arterial “normal” y “normal alta”. 
Entre otras razones se han argumentado: 1) el riesgo cardiovascular de ambos 
grupos de pacientes no es el mismo y por tanto no deben ser tratados de forma 
similar y 2) dado el significado negativo del término “hipertensión”, la palabra 
“prehipertensión” puede causar ansiedad en algunos pacientes. También se hace 
mención de la importancia de la hipertensión sistólica aislada (PAS≥140 mm Hg y 
PAD<90 mm Hg), y la elevación del la presión de pulso.   
Normotensión o HTA controlada HTA 
Óptima Normal Normal-alta Grado 1 Grado 2 Grado 3 
< 120 
< 80 
120-129 
80-84 
130-139 
85-89 
140-159 
90-99 
160-179 
100-109 
≥ 180 
≥ 110 
 
PAS, mmHg 
PAD, mmHg 
Normal** Prehipertensión** Estadio 1* Estadio 2** 
 
Tabla 2. Clasificación de la hipertensión arterial según los niveles de presión arterial 
sistólica (PAS) y diastólica (PAD) de la población, *según la Guía Europea (European 
Society of Hypertension-European Society of Cardiology Guideliness Committee 3, 
ESH/ESC, J Hypertens. 2003; 21:1011-1053) y **la Guía Americana (7º Joint National 
Comitee, JNC-7; Chobanian y cols. JAMA 2003; 289:2560-2572). 
Otro aspecto importante que resalta la nueva guía es la necesidad de tener 
en cuenta para el tratamiento, lo que se ha quedado en llamar “riesgo 
cardiovascular global”. Es decir, tener en cuenta, además de las cifras aisladas de 
presión arterial, la presencia en el paciente de otros factores de riesgo 
cardiovascular, puesto que la gran mayoría presentan, además de HTA, 
dislipidemias, obesidad, tabaquismo, diabetes, entre otros. 
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1. MODELO ANIMAL DE HIPERTENSIÓN ESENCIAL 
Debido a la complejidad de la fisiopatología de la hipertensión, los ensayos en 
animales de experimentación son muy útiles para investigar factores concretos 
que puedan participar en el desarrollo o en el mantenimiento de la enfermedad y 
como instrumento de ensayo de fármacos antihipertensivos. Entre los modelos 
animales para el estudio de la hipertensión esencial destaca la rata SHR. Esta 
cepa fue desarrollada por el grupo de Okamoto, mediante la selección y el cruce 
de ratas de la cepa Wistar Kyoto (WKY) que presentaban una presión arterial 
elevada (Okamoto y Aoki, 1963). La cepa WKY se estableció en 1971 como 
control normotenso y también se desarrolló a partir de una colonia WKY a través 
del cruce entre hermanos (Kurtz y Morris, 1988). La diferencia genética entre la 
SHR y la WKY es sustancial, comparable a la máxima divergencia que existe 
entre personas no relacionadas (Doggrell y Brown, 1998).  
La rata SHR es un buen modelo de estudio de la hipertensión esencial 
humana debido a las similitudes que presenta con ésta. Entre ellas destaca: 1) la 
predisposición genética a una elevada presión arterial sin una etiología concreta, 
2) el incremento de la resistencia total periférica (Folkow y cols., 1970; Bund y 
Lee, 2003) y remodelado de las arterias de resistencia, 3) una respuesta similar al 
tratamiento con fármacos, 4) hipertrofia cardiaca, entre otras (Dickhout y Lee, 
1997). Además, la rata SHR presenta una progresión de las alteraciones 
hemodinámicas similares a las que se observan en los pacientes hipertensos. Así, 
presenta una fase de pre-hipertensión, seguida por una fase de desarrollo y un 
período donde la hipertensión ya está establecida. En las primeras fases de la 
hipertensión, la rata SHR presenta un incremento del gasto cardíaco sin cambios 
en la resistencia periférica y en la fase de hipertensión establecida el gasto 
cardiaco retorna a valores normales incrementándose la resistencia periférica total 
(Folkow, 1993), de forma similar a lo que sucede en el ser humano (Palatini y 
Julius, 2004). En la cepa SHR, de la misma manera que en los humanos, existe 
diferencia de género en el desarrollo de la hipertensión, alcanzándose valores de 
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presión arterial mayores en ratas macho que en hembras (Iams y Wexler, 1979). 
Por último, existen similitudes entre la cepa SHR y los pacientes con hipertensión 
esencial en cuanto a las alteraciones estructurales y funcionales de las arterias y 
su respuesta al tratamiento farmacológico, por lo que la cepa SHR es una de las 
más utilizadas para testar nuevas terapias antihipertensivas. 
IV. ESTRÉS OXIDATIVO E HIPERTENSIÓN ARTERIAL 
El estrés oxidativo está claramente asociado a la patología cardiovascular en 
general (Madamanchi y cols. 2005; Mueller y cols. 2005), y en particular, existen 
numerosas evidencias experimentales que apoyan el importante papel que 
desempeña en la patogénesis de la HTA esencial (Zalba y cols., 2001; Dröge 
2002, Touyz, 2004, Fortuño y cols., 2005; como revisiones ver Bradford y cols., 
2007; Münzel y cols., 2008; Touyz y Schiffrin, 2008; Schulz y cols., 2008).  
1. PRODUCCIÓN DE RADICALES LIBRES EN LA PARED VASCULAR 
Tradicionalmente se ha asumido que los macrófagos eran la fuente principal de 
ROS en la pared vascular. Sin embargo, aunque no hay duda de que estas 
células juegan un papel importante (Cathcart, 2004), está claramente establecido 
que todas las células de la pared vascular –endotelio, CML y células de la 
adventicia- producen ROS en cantidades variables en respuesta a diversos 
estímulos (Griendling y cols., 2000). 
Los sistemas enzimáticos principales que generan anión superóxido y sus 
derivados en la pared vascular son la NAD(P)H oxidasa, la xantín oxidasa, la 
NOS, la mieloperoxidasa. Asimismo, otros sistemas enzimáticos como la 
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa hemoxigenasa y el citocromo P-450 pueden 
generar ROS. Finalmente también puede producirse ROS por la cadena de 
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transporte electrónico mitocondrial y salida al citoplasma (Touyz, 2005). La 
importancia relativa de cada uno de estos sistemas va a depender del estado 
fisiológico o patológico de la pared vascular.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Fuentes enzimáticas de producción de radical anión superóxido. (Adaptado de 
Paravicini y Touyz, 2008) 
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NAD(P)H oxidasa 
Uno de los principales generadores de radicales anión superóxido es el complejo 
NADH/NAD(P)H oxidasa que se encuentra unido a la membrana de las células 
endoteliales, CML y fibroblastos (Touyz y cols., 2002; Lassegue y Clempus, 
2003). Este complejo cataliza la reducción del oxigeno molecular usando 
NAD(P)H como donante de electrones y generando radical anión superóxido. Esta 
enzima es una proteína multimérica con varias subunidades. La subunidad 
catalítica que transfiere los electrones es la gp91phox, la Nox1 o la Nox4, la 
p22phox es una subunidad estabilizadora que une la subunidad catalítica a la 
membrana plasmática, y las p47phox, p67phox y rac1, son subunidades 
reguladoras. El patrón de expresión de las diversas subunidades varía según las 
distintas células de la pared vascular y según el calibre de los vasos. En las CML 
la Nox1, o la Nox4 es la subunidad catalítica del enzima, a diferencia del enzima 
de la NAD(P)H oxidasa de neutrófilos, en la que la subunidad catalítica es 
gp91phox (Hanna y cols., 2004). (Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Estructura de la NAD(P)H oxidasa (Dusting y cols., 2005) 
La NAD(P)H oxidasa de células fagocíticas, la cual se activa sólo mediante 
estimulación, produce radical anión superóxido al espacio extracelular de forma 
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de estallido respiratorio (Babior y cols., 2002; Cascales, 2005). A diferencia de 
este patrón de activación, las enzimas de la pared vascular están activadas de 
forma constitutiva, produciendo radical anión superóxido intracelularmente de 
forma lenta y sostenida, de forma que puede servir como molécula de 
señalización (Touyz y cols., 2002; Touyz, 2005).  
Aunque las NAD(P)H oxidasas vasculares son enzimas constitutivas, se ha 
demostrado que varios factores humorales, como la Ang II, la ET-1 o el factor de 
necrosis tumoral (TNF-α) regulan su actividad (De Keulenaer y cols., 1998; Liu y 
cols., 2003; Pu y cols., 2003; Fortuño y cols., 2005). Por otra parte, la NAD(P)H 
oxidasa también puede activarse mediante fuerzas hemodinámicas, como el 
estrés oscilatorio del flujo o la elevación de la presión arterial y consecuente 
estiramiento de la pared vascular (Ungvari y cols., 2003). Este hecho es de suma 
importancia en el contexto de la enfermedad cardiovascular en general, y de la 
hipertensión en particular, en la que se encuentran elevadas algunos de estos 
estímulos (Mueller y cols., 2005; Touyz, 2005). De hecho se ha demostrado que 
en la pared vascular la fuente principal de ROS en situación patológica es 
fundamentalmente la NAD(P)H oxidasa y se conoce que su activación por 
diversas hormonas, como la ET-1 y la Ang II, así como por estímulos mecánicos 
participa en el desarrollo de hipertensión (Mueller y cols., 2005; Touyz, 2005). 
También se conoce que las células fagocíticas de pacientes con HTA responden 
más a concentraciones fisiológicas de estos factores, y que esta alteración se 
asocia con una reducción del NO (Fortuño y cols., 2004). Por otra parte, se ha 
demostrado que las ratas hipertensas por infusión de Ang II o aldosterona 
presentan niveles elevados  de marcadores de estrés oxidativo en asociación con 
un aumento de la NAD(P)H oxidasa y disfunción endotelial (Virdis y cols., 2002). 
Xantina oxidasa 
Otra fuente de radical anión superóxido en la pared vascular es la xantin 
oxidoreductasa. Este enzima es ubiquo y existe en dos formas intercovertibles, 
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pero con diferente función: la xantina deshidrogenada (XDH; EC 1.1.1.204) y la 
xantina oxidasa (XO; 1.1.3.22) (Harrison, 2002). Granger y colaboradores 
demostraron que esta enzima puede participar en la patogénesis de la isquemia-
reperfusión (Granger y cols., 1986; Harrison, 2002). Durante la isquemia se 
produce una elevación de calcio que genera xantina oxidasa a partir de la xantina 
deshidrogenasa, (que predomina en circunstancias normales in vivo). 
Simultáneamente se genera hipoxantina a partir de ATP. Durante la reperfusión la 
entrada de oxígeno permite la oxidación de la hipoxantina a xantina por la XO 
para formar radical anión superóxido y peróxido de hidrógeno (Cai y Harrison, 
2000). 
Mieloperoxidasa 
La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima que genera ácido hipocloroso (HClO) y 
otras moléculas derivadas a partir de peróxido de hidrógeno. Se almacena en 
neutrófilos y monocitos y recientes evidencias indicas que es una de las 
responsables del daño a la pared vascular en aterosclerosis (Bonomini y cols., 
2008). También se ha sugerido que niveles bajos de esta enzima pueden ser 
protectores de riesgo cardiovascular, mientras que niveles séricos elevados se 
asocian a aumento de riesgo coronario (Zhang y cols., 2001; Baldus y cols., 
2003).  
Sintasa de óxido nítrico 
El NO se sintetiza a partir de la L-arginina por la enzima NOS presente en las 
células endoteliales, plaquetas, macrófagos, CML y neuronas (Palmer y Moncada, 
1989; Moncada y cols., 1991). Se han descrito tres isoformas de la NOS (NOS I, II 
y III), también denominadas nNOS, iNOS y eNOS, respectivamente. La nNOS y la 
eNOS son NOS constitutivas y la iNOS es una enzima inducible que requiere el 
estímulo por lipopolisacáridos o por citoquinas, induciéndose su síntesis como un 
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mecanismo de respuesta citotóxico. Las tres isoformas son inhibidas, de manera 
competitiva, por análogos de la L-arginina, como la NG-nitro-L-arginina-metil ester 
(L-NAME) (Moncada y cols., 1991). 
La eNOS es también una tercera fuente de ROS. Una deficiencia en el 
sustrato, L-arginina, o en alguno de los cofactores del enzima, como la BH4, está 
asociada con un desacoplamiento de la vía, lo que produce una reducción de la 
cantidad de NO y un aumento de la presencia de radicales anión superóxido y 
peroxinitrito (Landmesser y cols., 2003; Ray y Shah, 2005). Esta situación se 
produce durante la hipertensión, en la que la activación de la NADPH oxidasa 
produce oxidación de la BH4 (Landmesser y cols., 2003; Taniyama y Griendling, 
2003; Ray y Shah, 2005). 
Además de los sistemas enzimáticos mencionados anteriormente, existen 
otros enzimas como la lipoxigenasa, cicloxigenasa, citocromo P-450 
monoxigenasa, entre otras, que pueden generar ROS en la pared vascular en 
ciertas circunstancias  (Stocker and Keeney, 2005; Bonomini y cols., 2008). 
Asimismo, en situaciones patológicas en las que se produce el desacoplamiento 
de la eNOS, las ROS procedentes de la cadena de transporte mitocondrial 
pueden salir al citoplasma (Bonomini y cols., 2008; Ray y Shah, 2005). 
2. DAÑO PRODUCIDO POR LOS RADICALES LIBRES EN LA PARED 
VASCULAR  
En la pared vascular se localizan fuentes de ROS, siendo el radical anión 
superóxido uno de los más importantes (Cai y cols 2000; Droge, 2002). Por sí 
mismo ejerce distintas acciones sobre la pared vascular y, además, es una 
especie reactiva central en la producción de otros radicales libres de oxígeno y de 
nitrógeno. Por ejemplo, la reacción de dismutación del radical anión superóxido 
por la SOD produce peróxido de hidrógeno, un radical libre más estable 
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(Taniyama y Greiendling, 2003). Éste, a su vez, puede reaccionar con metales de 
transición reducidos para generar el radical hidroxilo que es altamente reactivo. 
Por otra parte, puede ser metabolizado por la mieloperoxidasa y generar ácido 
hipocloroso (HClO), otra especie reactiva. Por último el H2O2 puede terminar su 
acción al convertirse en H2O por la catalasa y la glutatión peroxidasa. 
Una de las acciones deletéreas más importanes del anión suiperóxido en la 
pared vascular es su reacción con el NO, reduciendo su biodisponibilidad y 
produciendo peroxinitrito (ONOO-), una especie reactiva de nitrógeno altamente 
oxidante, que tiene efectos sobre proteínas, ácidos nucleicos y lípidos y causa 
daño celular (Beckman y Koppenol., 1996). 
El NO juega un papel central en la fisiología cardiovascular (Moncada, 
1997; Moncada, 1999; Moncada y Higgs, 2006; Moncada, 2006). En primer lugar, 
el NO es un potente vasodilatador que induce la relajación de las CML mediante 
la activación de la enzima guanilato ciclasa soluble (GC), produciendo un 
aumento del GMPc y una disminución del calcio intracelular Moncada y cols., 
1991). El NO es el factor que contribuye en mayor medida a la relajación 
endotelio-dependiente en las arterias de conducción y musculares, como 
demuestran experimentos in vitro, en los que la inhibición de la NOS produce la 
vasoconstricción en estos lechos vasculares. Asimismo, cuando los inhibidores se 
administran in vivo, se produce un aumento de la presión arterial sistémica, tanto 
en animales como en humanos. Además, la administración crónica de L-NAME a 
ratas induce hipertensión (Arribas y cols., 1997). Esto pone de manifiesto la 
importancia del NO en la regulación del tono vascular y de la presión arterial 
(Moncada y cols., 1991; Moncada, 1997, 1999, 2006; Moncada y Higgs, 2006). 
Por otra parte, el NO es un factor antiproliferativo que inhibe el crecimiento y la 
migración celular. Adicionalmente, el NO posee propiedades anti-aterogénicas y 
previene la agregación y adhesión de plaquetas (Sudano y cols., 2006; 
Pechanova y Simko., 2007). 
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La importancia del NO en la fisiología cardiovascular hace que entre los 
efectos deletéreos más importantes del radical anión superóxido esté la 
disminución de las acciones mediadas por NO, ya que reduce su biodisponibilidad 
(Puddu y cols., 2000; Lahera y cols., 2003; Higashi y Yoshizumi, 2004). Así, en 
pacientes con HTA y en algunos modelos animales de hipertensión, se ha 
descrito que la relajación dependiente de endotelio está reducida por una 
alteración la vía L-arginina – NO (Luscher y cols., 1990; Panza y cols., 1993; 
Vanhoutte y Boulanger, 1995). Por otra parte, en individuos con hipertensión 
esencial se ha detectado una disminución de la cantidad de NO en plasma (Node 
y cols., 1997). Esto puede deberse a una disminución de la expresión o de la 
actividad de la NOS que reduzca la producción de NO, tal y como se ha descrito 
en algunos modelos experimentales de hipertensión (Malinski y cols., 1993; 
Cuevas y cols., 1996; Chou y cols., 1998). Sin embargo, la biodisponibilidad de 
NO, además de estar regulada por los niveles de síntesis del factor, está también 
determinada por su destrucción y por los radicales anión superóxido (Kerr y cols., 
1999; Ülker y cols., 2003). De hecho, en situaciones como la hipertensión, en las 
que se produce estrés oxidativo (Dröge, 2002; Zalba y cols., 2005), la inactivación 
de NO por ROS parece ser un mecanismo importante. Así, en pacientes 
hipertensos se ha demostrado que existe una mayor producción de ROS (Taddei 
y cols., 2001) y menores niveles de SOD (Kumar y Das, 1993). En modelos 
animales de hipertensión como la rata SHR, también se ha demostrado una 
mayor producción de radical anión superóxido (Wu y cols., 2001), asociada a una 
elevación del sistema NADPH oxidasa (Touyz y Schiffrin, 2004; Fortuño y cols., 
2004). Las ROS producidos por la pared vascular en situación patológica afectan 
a otros sistemas productores de factores vasodilatadores, además del NO. Así se 
ha demostrado que el peroxinitrito desacopla la NOS y la PGI2 sintasa (Münzel y 
cols., 2008). Los radicales libres también interfieren en la generación de EDHF, 
mediante la reducción de la señal eléctrica a través de las conexiones 
mioendoteliales. Finalmente, se ha descrito que las ROS pueden favorecer la 
vasoconstricción facilitando la movilización de calcio y el aumento de la 
sensibilidad al mismo por las proteínas contráctiles (Suzuki y cols., 1995) y 
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mediante la activación de la maquinaria enzimática que sintetiza EDCFs 
(Vanhoutte y cols., 2005).  
Las ROS, además de reducir la biodisponibilidad de factores endoteliales 
también producen apoptosis de las células endoteliales, incremento en la 
adhesión de monocitos y juegan un papel en la angiogénesis (Cai y Harrison., 
2000; Taniyama y Grindling, 2003). Aunque la mayoría de los estudios se han 
centrado en el radical anión superóxido como fuente de alteraciones en el tono 
vascular, también se ha demostrado que la deficiencia en la GPx produce 
disfunción endotelial (Forgione y cols., 2002). El hecho de que la GPx participe en 
la eliminación de los peróxidos de hidrógeno y otros radicales orgánicos, indica 
que otras ROS, además del radical anión superóxido, participan en el control del 
tono vascular y pueden estar alteradas en situaciones patológicas (Taniyama y 
Griendling, 2003).  
3. TRATAMIENTO ANTIOXIDANTE DE LA HIPERTENSIÓN 
La hipertensión está asociada al estrés oxidativo (Kumar y Das, 1993). Este 
estado puede estar relacionado con un incremento en la producción de radicales 
libres de la pared vascular, reducción de la biodisponibilidad de óxido nítrico y 
disfunción endotelial (Kumar y Das, 1993; Panza y cols., 1993). Si el estrés 
oxidativo juega un papel en la hipertensión y en la disfunción endotelial, se ha 
sugerido que las terapias antioxidantes pueden ejercer una influencia beneficiosa 
sobre la presión arterial y sobre la función endotelial (Ward y cols., 2005; 
Paravicini y Touyz, 2008). De hecho se ha demostrado que la disfunción 
endotelial que se produce en hipertensión (Laursen y cols., 1997) así como la 
hipercolesterolemia (Keaney y cols., 1995), mejoran en animales de 
experimentación tratados con antioxidantes. 
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Las terapias antioxidantes pueden ser de tipo farmacológico o mediante 
intervención en la dieta. Entre los fármacos frecuentemente utilizados para el 
tratamiento de la HTA se ha demostrado que los inhibidores del enzima 
conversora de angiotensina (IECAs) o los antagonistas de receptores AT1 de 
AngII (ARAII), no sólo reducen la presión arterial sino que se comportan como 
antioxidantes (Dohi y cols., 2003; Hamilton y cols., 2004; Ogawa y cols., 2006). 
Estos efectos han sido atribuidos a la inhibición del efecto de la AngII sobre la 
NADPH-oxidasa (Touyz, 2005). 
En cuanto a los efectos de suplementos con antioxidantes para el 
tratamiento de la hipertensión existe controversia dado que los resultados no son 
consistentes (Paravicini y Touyz 2008). La mayoría de los ensayos clínicos 
realizados con un elevado número de pacientes, para estudiar el efecto de 
vitaminas antioxidantes para el tratamiento de la hipertensión y de enfermedades 
cardiovasculares (Jialal y Devaraj, 2003; Hasnain y Mooradian, 2004), en general 
han sido negativos (Paravicini y Touyz 2008). También han sido negativos en 
ensayos en los que se utilizaban micronutrientes antioxidantes como suplementos 
(Ceriello y cols., 2008). Si embargo, en ensayos clínicos con menos pacientes, en 
los que se estudiaba el efecto de la vitamina C, se ha encontrado una relación 
inversa entre los niveles de ascorbato (vitamina C) en plasma y la presión arterial 
(Stephens y cols., 1996; Bates y cols., 1998; Duffy y cols., 1999; Taddei y cols., 
1998; Salonen y cols., 2003). Una explicación puede ser que los antioxidantes 
administrados de forma oral sean inaccesibles a la fuente generadora de radicales 
libres, particularmente las ROS se generan en compartimentos intracelulares (Cai 
y cols., 2003). En cuanto a los pacientes incluidos en estos ensayos clínicos se 
debe tener en cuenta que pueden haber contribuido a estas discrepancias. Una 
de ellas que la mayoría de los pacientes tenían una enfermedad cardiovascular 
avanzada, en cuyo caso, los efectos deletéreos del estrés oxidativo pueden ser 
irreversibles. Por otro lado, estos pacientes estaban tomando aspirina, que ya es 
antioxidante (Wu y cols., 2002). 
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A diferencia de los tratamientos con suplementos antioxidantes, cuando se 
han ensayado dietas antioxidantes, éstas parecen tener efectos más beneficiosos 
sobre la hipertensión (Ceriello, 2008; Paravicini y Touyz 2008). Así por ejemplo, 
un elevado consumo de frutas y verduras en la dieta reduce la presión arterial 
(Appel y cols., 1997), e incrementa la capacidad antioxidante en plasma en 
individuos normotensos así como en obesos. Una posible explicación es que en 
estas dietas hay una mezcla de antioxidantes que pueden actuar en cadena de 
forma más eficiente, mientras que la suplementación con una o más vitaminas no 
completa ese efecto antioxidante. También se sabe que después de captar un 
radical libre, si un antioxidante no se recupera por el siguiente paso de la cadena 
comienza a convertirse en un prooxidante, por lo tanto hay que tomar precaución 
sobre la utilización de suplementación con determinados micronutrientes (Ceriello, 
2008), por ejemplo la vitamina C y E, que en determinadas circunstancias, pueden 
tener efectos pro-oxidantes (Paravicini y Touyz, 2008). 
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1. HIPÓTESIS 
El Liver Growth Factor (LGF) es un complejo de albúmina-bilirrubina con enlace 
covalente, que ha demostrado ejercer acciones antihipertensivas en ratas 
espontáneamente hipertensas (SHR), mejorando la función y la estructura 
vascular.  
Teniendo en cuenta que:  
• La rata SHR presenta estrés oxidativo que se asocia con fibrosis y 
disfunción endotelial. 
• La bilirrubina y la albúmina tienen capacidad antioxidante. 
La hipótesis de trabajo de esta Tesis Doctoral es que el LGF puede 
ejercer sus efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular, entre otros, 
mediante un mecanismo de acción antioxidante.  
2. OBJETIVOS 
El objetivo general es evaluar la capacidad antioxidante del LGF, estudiando: 1) 
su capacidad para eliminar radicales libres en medio acuoso in vitro, y 2) el efecto 
del tratamiento de ratas SHR con LGF sobre la producción de radical anión 
superóxido, sobre los niveles de defensa antioxidante endógenos y sobre el daño 
producido por estrés oxidativo. 
Los objetivos concretos son: 
1. Evaluar la capacidad antioxidante del LGF frente a diversos radicales libres en 
medio acuoso y comparación con la capacidad antioxidante de sus 
componentes moleculares –albúmina y bilirrubina-. 
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2.  Evaluar la capacidad del LGF en medio acuoso para proteger al óxido nítrico  
de la destrucción por el radical anión superóxido en segmentos arteriales. 
3. Evaluar el efecto del tratamiento de ratas SHR con LGF sobre la producción 
de radical anión superóxido, mediante el estudio de: 
3.1. La actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa en segmentos arteriales.  
3.2. La producción basal de radical anión superóxido en arterias y células 
musculares lisas. 
4. Evaluar el efecto del tratamiento de ratas SHR con LGF sobre el sistema de 
defensa antioxidante glutatión. 
5. Determinar el efecto del tratamiento de ratas SHR con LGF sobre el daño 
producido por el estrés oxidativo, evaluando: 
5.1. El daño a lípidos. 
5.2. La biodisponibilidad del NO.  
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I. PURIFICACIÓN DEL LGF 
El LGF fue purificado a partir del plasma de ratas parcialmente hepatectomizadas. 
La extracción, purificación, caracterización y verificación de la actividad del LGF 
fueron realizadas por el Dr. Díaz-Gil según el procedimiento descrito 
anteriormente (Díaz-Gil y cols., 1986a; Díaz-Gil y cols., 1994). Antes de usar el 
LGF, se revisa su actividad in vivo a distintas dosis, inyectándolo en ratas 
normales para establecer la dosis óptima a la que produce la mayor estimulación 
de síntesis de ADN en hígado, que se determinó por incorporación de 3H-timidina 
(New England Nuclear, Dreiech, Germany) en el ADN. Las preparaciones de LGF 
se liofilizaron y almacenaron a 4ºC hasta su uso. Las alícuotas de LGF se 
reconstituyen en disolución salina estéril.  
II. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y TRATAMIENTO 
Todos los procedimientos descritos en esta Tesis Doctoral se han realizado de 
acuerdo con la legislación española para el uso de animales de experimentación 
(RD 1205/2005) y han sido aprobados por el Comité de Ética de la Universidad 
Autónoma de Madrid.  
Se utilizaron ratas macho de tres cepas diferentes: Sprague Dawley (SD) 
de 3 meses de edad, Wistar Kyoto (WKY) de 6 meses de edad y ratas 
espontáneamente hipertensas (SHR) de 6 meses de edad. Las ratas WKY y SHR 
proceden de la colonia Charles River. Todas ellas se criaron en el animalario de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid (Nº de Registro 
EX/021/U). Los animales permanecieron estabulados en condiciones controladas 
de temperatura (22±1ºC) y humedad (44-55%) con un ciclo de 12 horas de luz y 
12 horas de oscuridad. Los animales recibieron dieta sólida estándar (RMN, 
Harlan Interfauna Ibérica, España) y agua ad libitum hasta el momento de ser 
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utilizados. El día del estudio, las ratas se mataron con una sobredosis de 
pentobarbital sódico. 
Para estudiar los efectos antioxidantes del LGF “in vivo” se utilizaron tres 
grupos experimentales: WKY como control normotenso, SHR como modelo de 
hipertensión y ratas SHR tratadas con LGF (grupo SHR-LGF). El procedimiento 
llevado a cabo con las ratas tratadas con LGF fue el siguiente: a cada animal se le 
administró -por vía intraperitoneal- 4 dosis de LGF distribuidas a lo largo de 9 días 
(Figura 8). Cada una de las dosis contenía 4,5 µg de LGF liofilizado disueltos en 
250 µl de disolución salina estéril. A los animales sin tratar -tanto WKY como 
SHR- se les inyectó por vía intraperitoneal 250 µl de disolución salina estéril. El 
día 12 los animales se pesaron y se mataron mediante sobredosis de 
pentobarbital sódico. 
 
 
 
Figura 8. Distribución temporal de la administración de LGF a las ratas SHR y de 
disolución salina estéril a las WKY y SHR.  
III. EXTRACCIÓN Y PREPARACIÓN DE MUESTRAS 
1. OBTENCIÓN DE PLASMA PARA DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS 
La extracción de las muestras de sangre se realizó en ratas anestesiadas con 
pentobarbital sódico (Sigma) (50 mg/kg peso) mediante inserción de una cánula 
en la arteria mesentérica y utilizando heparina como anticoagulante. Para obtener 
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muestras de plasma, la sangre se centrifugó en tubos eppendorf en una 
centrífuga a 4ºC durante 10 min a 800 g. Posteriormente se recogió el 
sobrenadante (plasma) y se distribuyó en alícuotas que se almacenaron a -80ºC. 
2. OBTENCIÓN DE TEJIDO ARTERIAL Y CULTIVOS PRIMARIOS DE 
CÉLULAS MUSCULARES LISAS  
Los cultivos primarios de células musculares lisas (CML) se obtuvieron de 
explantes de carótidas de ratas procedentes de las cepas WKY y SHR, así como 
de ratas SHR tratadas con LGF (SHR-LGF). 
Una vez extraídas las arterias se colocaron en una placa con medio de 
cultivo Dulbecco modificado (Dulbecco’s Modified Eagle Médium, DMEM) (Gibco) 
y suplementado con L-glutamina 1%, penicilina 100 unidades/ml (Sigma), 
estreptomicina 100 µg/ml (Sigma) y mantenido a 37ºC en atmósfera húmeda en 
incubador de CO2 al 5 % (tampón regulador de pH 7,4). La luz vascular se limpió 
perfundiendo medio con una aguja y se eliminaron los restos de tejido conectivo y 
adiposo que pudieran estar adheridos a la arteria. 
Posteriormente, la arteria se troceó en pequeños segmentos que se 
repartieron en una placa de 6 pocillos con 2 ml/pocillo del medio de cultivo 
anteriormente descrito y suplementado además con suero bovino fetal 10% (v/v) 
(Gibco). Las arterias se mantuvieron en el incubador con CO2 y se cambió el 
medio cada 3 días, hasta que las células ocuparon toda la superficie del pocillo, 
aproximadamente al cabo de 3 semanas. Después se eliminó el segmento 
vascular y las células se recogieron mediante tripsinización. Se inactivó la tripsina 
(Sigma) con el medio de cultivo y se cogió una alícuota para contar el número de 
células, con el colorante azul de Tripán (Sigma). Se llevaron 10 µl de la mezcla de 
células a cada ventana de la cámara de Neubauer, las células muertas se tiñeron 
de azul y se contaron las células vivas (refringentes) que estaban dentro del área 
señalada con el recuadro en rojo (Figura 9) y las situadas en el lado superior o 
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derecho, de cada uno de los cuatro cuadrantes de ambas ventanas de la cámara, 
mediante un microscopio. Se calculó el número de células con la fórmula: 
No de CML/ml = promedio del número de células contadas/ (4 x 104) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Cámara de Neubauer y esquema del contaje celular. 
CÁMARA DE NEUBAUER
A Canal transversal
B Colocar el cubreobjeto.
C Añadir el azul de tripán.
Conteo por cuadrantes.
MATERIALES Y MÉTODOS 
 53
Las CML se sembraron en placas de 24 pocillos (5000 células por pocillo). 
Previamente se colocaron cubreobjetos redondos de 6 mm de diámetro, 
(previamente esterilizados en autoclave) en cada pocillo, para que las células 
crecieran sobre este soporte. Las células crecieron hasta alcanzar 
semiconfluencia para realizar los experimentos de producción de radical anión 
superóxido. 
Para caracterizar las células crecidas en los cristales se utilizaron los 
siguientes anticuerpos (Figura 10):  
− Anticuerpo primario anti-α-actina de músculo liso (mouse; dilución 1:200; 
Bionova). Anticuerpo secundario anti-mouse-FICT (dilución 1:500; excitación 
488 nm/emisión 515 nm; Sigma). Sirve para caracterizar las células 
musculares lisas. 
− Anticuerpo primario anti-desmina (goat; dilución 1:100; Santacruz). Anticuerpo 
secundario anti-goat-TRICT (dilución 1:500; excitación 488nm/emisión 550 nm; 
Sigma). Sirve para caracterizar las células musculares lisas con fenotipo 
maduro o contráctil. 
− Anticuerpo primario anti-vimentina (mouse; dilución 1:200; Bionova). 
Anticuerpo secundario anti-mouse-FICT (dilución 1:500; excitación 
488nm/emisión 515 nm; Sigma). Sirve para caracterizar fibroblastos o las 
células musculares lisas que se han dediferenciado. 
− Como tinción nuclear se utilizó el DAPI (1:500 de disolución stock 5 mg/ml; 
Sigma). 
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A  
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Caracterización de células en cultivo procedentes de arteria carótida de 
rata. A) Doble tinción con anticuerpo frente a alfa actina (verde) y DAPI (azul). B) 
Triple tinción frente a desmina (rojo), vimentina (verde) y DAPI (azul). Las imágenes 
se obtuvieron mediante un microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS SP2. 
Barra= 40 µm. 
Desmina Vimentina
DAPI
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IV. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO 
1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES 
− Ácido 2,2′-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) (Sigma) 
− Ácido tiobarbitúrico (TBA) (Sigma) 
− Ácido tricloroacético (TCA) (Merck) 
− Bilirrubina (Sigma) 
− 2-desoxi-D-ribosa (Sigma) 
− Dihidrocloruro de 2, 2’-azo-bis-(2-amidinopropano) (AAPH) (Sigma) 
− Disolución Krebs Henseleit modificada: NaCl 115 mM (Merck), KCl 4,6 
mM (Merck), CaCl2 2,5 mM (Merck), NaHCO3 25 mM (Merck), KH2PO4 
1,2 mM (Merck), MgSO4 1,2 mM (Merck), EDTA 0,01 mM (Sigma), 
glucosa 11 mM (Merck) 
− Fluoresceína (Roche) 
− LGF (suministrado por el Dr. Díaz-Gil) 
− Luminol (Sigma) 
− Peróxido de hidrogeno (H2O2) (Panreac)  
− Persulfato potásico 
− Sal disódica del ácido etilendiamin-tetraacético (Na2-EDTA) (Sigma) 
− Seroalbúmina de rata (SAR) (Sigma) 
− Sulfato ferroso (FeSO4) (Sigma) 
− Tampón fosfato (KH2PO4, K2HPO4) (Merck) 
− Tampón fosfato salino 0,01 M con NaCl 0,138 M; KCl 0,0027 M; pH 7,4, 
a 25 °C (PBS) 
− Trolox (ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico) 
(Sigma) 
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2. EQUIPOS 
− Fluorímetro (Fluoroscan Ascent, Labsystems) 
− Lector de placas (Bio Kinetic Reader EL 340 Microplate, Bio-Tek 
Instruments) 
− Luminómetro (Bacterial Systems, GEM Biomedical Inc.) 
3. MÉTODO DEL ABTS  
En este método espectrofotométrico se genera el catión radical ABTS mediante la 
reacción entre el ABTS 7 mM con el persulfato potásico 2,45 mM en medio 
acuoso e incubación a temperatura ambiente y sin luz durante 16 h. La disolución 
inicial del catión radical ABTS se diluyó 100 veces con PBS 5 mM, pH= 7,4 hasta 
una absorbancia de 0,7- 0,8 a 405 nm. Las medidas se pueden hacer a 405 nm o 
a 735 nm, pero la máxima absorbancia se encuentra a 405 nm de longitud de 
onda (Re y cols., 1999; Alliaga y Lissi, 2000).  
La bilirrubina es liposoluble y para poder utilizarla en los ensayos se 
requiere que sea hidrosoluble. Para ello se disolvió en medio ligeramente alcalino 
adicionando NaOH 0,1 M hasta su disolución. 
Para determinar la capacidad antioxidante de los distintos compuestos se 
añadieron 10 µl de LGF (10- 50 ng/µl), bilirrubina (5- 50 ng/µl) o seroalbúmina de 
rata (SAR) (400- 2400 ng/µl) y rápidamente se adicionaron 200 µl del catión 
radical de ABTS diluido, agitando 1 min y leyendo posteriormente la absorbancia 
cada 4 min durante 52 min, a 405 nm en un lector de placas. Como antioxidante 
de referencia se usó el Trolox -análogo soluble de la vitamina E- y como blanco 
tampón PBS. 
 El porcentaje de inhibición del catión radical de ABTS se calculó con la 
siguiente ecuación:  
1001% ⋅ x
A
Inhibición
blanco
muestra
ABTS 





-=+
A
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Para calcular la capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC), se 
divide el gradiente de absorbancia del porcentaje de inhibición frente a la 
concentración de la muestra antioxidante por el gradiente de absorbancia del 
Trolox. 
4. MÉTODO ORAC-FL 
Este método fluorimétrico basado en la fluoresceína, sirve para medir la 
capacidad de captación de radicales peroxilos por un antioxidante potencial. El 
método ORAC-FL (Cao y cols., 1993; Gomes y cols., 2005; Davalos y cols., 2004) 
se adaptó a placas de 96 pocillos. 
La reacción se llevó a cabo en tampón fosfato potásico 75 mM, pH= 7,4. Se 
añadieron 20 µl de LGF (15- 30 ng/µl), bilirrubina (22,5- 50 ng/µl), SAR (22,5- 50 
ng/µl) o Trolox (2,5-15 ng/µl) y 150 µl de fluoresceína 100 nM, se agitó 15 s y se 
incubó 10 min a 37 ºC. Después se añadieron rápidamente 30 µl de AAPH 80 mM 
como generador de radical peroxilo, se agitó a 30 s a 37 ºC y se incuba 2 min. A 
continuación se midió la fluorescencia cada 1,5 min durante 90 min, a λexcitación = 
485 nm y λemisión = 538 nm. 
La capacidad captadora de radicales peroxilo se calculó hallando el área 
bajo la curva mediante el método del trapecio con la siguiente ecuación: 
 
 
donde f0 es la fluorescencia inicial y fi es la fluorescencia a distintos 
tiempos. 
5,1]/5,0[ 60
1
0 xffÁrea bajo la curva i∑+=
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5. MÉTODO DE LA DESOXIRRIBOSA  
Se utilizó  el método espectrofotométrico de la desoxirribosa modificado para 
medir la capacidad captadora de radicales hidroxilo de un antioxidante potencial, 
mediante la formación del aducto MDA-TBA como índice de producción de 
radicales hidroxilo (Halliwell y cols., 1987). Los radicales hidroxilo se generan por 
la reacción de Fenton, entre el peróxido de hidrógeno y el hierro (II). La 
desoxirribosa en  presencia de radicales hidroxilo produce MDA. 
Se añadieron 150 µl de una disolución compuesta por tampón fosfato 
potásico 20 mM, pH= 7,4, FeSO4 100 µM, Na2- EDTA 104 µM, H2O2 1 mM, 2-
desoxi-D-ribosa 2,8 mM y de los captadores potenciales de radicales hidroxilo: 
LGF (1,7- 8,3) ng/µl, bilirubina (1,7- 8,3 ng/µl), SAR (166,7- 833,3 ng/µl) o Trolox 
(0,42 ng/µl). La mezcla se incubó 1 h a 37 ºC y se paró la reacción mediante la 
adición de 500 µl de TCA 30%. Después se añadieron 650 µl de TBA 0,67% y se 
incubó  la mezcla 1 h a 60 ºC en un baño de agua para que se forme el aducto 
MDA-TBA. Una vez enfriada a temperatura ambiente y se midió la absorbancia a 
540 nm en un lector de placas. En este ensayo el control positivo es la mezcla sin 
antioxidante y con 2-desoxi-D-ribosa y el blanco es la mezcla con antioxidante sin 
2-desoxi-D-ribosa. 
El porcentaje de eliminación de radicales hidroxilo se calculó con la 
siguiente fórmula: 
 
 
 
1% de eliminación de radical hidroxilo
A control positivo
A
muestra
100 x



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Y la siguiente ecuación se aplica para calcular la capacidad captadora del 
LGF y la bilirrubina frente a radicales hidroxilo a ratio constante.  
 
    
 
Donde: A y Ao son las absorbancias mediadas a 540 nm en presencia y 
ausencia de captador, respectivamente. [S] y [DR] son la concentración del 
captador y de la 2-desoxi-D-ribosa, respectivamente.  
Por tanto, la representación gráfica de Ao/A frente a [S] debería ser una 
línea recta de pendiente ks/(kDR[DR]). La constante de velocidad, ks, fue calculada 
mediante la siguiente ecuación: ks = pendiente x kDR x [DR], siendo kDR [DR]= 3,1 
x 109 M-1 s-1 (Halliwell y cols., 1987). 
6. MÉTODO DEL LUMINOL 
Este método se utiliza para medir la capacidad de un antioxidante para eliminar 
radicales hidroxilo mediante quimioluminiscencia (Cheng y cols., 2003). La 
reacción se llevó a cabo en tampón fosfato potásico 50 mM, pH= 7,4. Se 
añadieron LGF (14,3 y 23,4 ng/µl) o Trolox (0,12 ng/µl) junto a luminol (0,42 mM), 
FeSO4 (2,5 mM), H2O2 (0,42 mM), en este orden y se mezclaron. Inmediatamente 
se midió la quimioluminiscencia con un luminómetro, cada 6 s durante 1,5 min. El 
blanco de este método es la misma mezcla anterior excepto el H2O2. 
 
][
][1
DRk
Sk
A
A
DR
so +=
Capacidad antioxidante = (Promedio Blanco)-(Promedio Compuesto antioxidante) 
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V. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES BASALES DE RADICAL ANIÓN 
SUPERÓXIDO Y DE LA ACTIVIDAD NAD(P)H OXIDASA 
1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES 
− Diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma) 
− Difenil iodonio (DPI) (Sigma) 
− Dihidroetidio (DHE) (Sigma) se disolvió en DMSO (Panreac) y se 
conservó en atmósfera inerte con Argón 
− Disolución Krebs Henseleit modificada (KHS): NaCl 115 mM (Merck), 
KCl 4,6 mM (Merck), CaCl2 2,5 mM (Merck), NaHCO3 25 mM (Merck), 
KH2PO4 1,2 mM (Merck), MgSO4 1,2 mM (Merck), EDTA 0,01 mM 
(Sigma), glucosa 11 mM (Merck) 
− Lucigenina (bis-N-metilacridona) (Sigma) 
− NADH (forma reducida del dinucleótido de nicotinamida adenina) 
(Sigma) 
− Paraformaldehído 4% (Sigma) 
− Pirogalol (Sigma) 
− ProLong: reactivo que evita la pérdida de fluorescencia (Invitrogen) 
− Superóxido dismutasa (SOD) (Sigma) 
− Tampón fosfato salino 0,01 M com NaCl 0,138 M; KCl 0,0027 M; pH 7,4, 
a 25 °C (PBS) 
− Tampón HEPES: NaCl 99 mM, KCl 4,7 mM, CaCl2 1,9 mM, NaHCO3 25 
mM, KH2PO4 1,0 mM, MgSO4 1,2 mM, HEPES 20 mM (Sigma), glucosa 
11 mM (pH 7,4) 
− Tirón (Sigma) 
2. EQUIPOS 
− Luminómetro (Bacterial Systems, GEM, Biomedical Incl.) 
− Microscopio Confocal Espectral (Leica TCS SP2). Líneas láser: 488 
nm/(590-620) nm y 364 nm/461 nm 
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3. MÉTODO DE LA LUCIGENINA 
La producción basal de anión superóxido y de la actividad de la enzima generadora de 
radicales anión superóxido, la NAD(P)H oxidasa vascular, se evaluó en arterias 
carótidas de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con LGF (SHR-LGF), mediante un 
método de quimioluminiscencia en el que se hace el seguimiento de la 
quimioluminiscencia producida por la lucigenina de acuerdo con el protocolo de 
Janiszewski y cols., 2002 y Guzik y Chanon, 2005. 
 Las ratas se mataron mediante inhalación de CO2. A continuación se extrajeron 
cuidadosamente las arterias carótidas comunes y se llevaron a una disolución tampón 
HEPES burbujeada con carbógeno y mantenida a 37º C. Posteriormente se introdujo 
cada uno de los segmentos vasculares en tubos eppendorf conteniendo 1 ml del 
tampón HEPES y se estabilizaron 30 min a 37ºC, continuamente burbujeados con 
carbógeno. Algunos segmentos fueron incubados en presencia de DPI 20 µM, 
inhibidor de la NAD(P)H oxidasa. 
 Se prepararon tubos de luminómetro con 1 ml de tampón HEPES (con o sin DPI 
20 µM), manteniéndose a temperatura ambiente. Asimismo, se prepararon las 
disoluciones madre de lucigenina, NADH y Tiron, y se guardaron en hielo hasta el 
momento del experimento. 
 Tras el periodo de estabilización los tubos con los segmentos arteriales se 
sacaron del baño y se mantuvieron a temperatura ambiente.  
 Se programó el luminómetro para test cinético y medición contínua durante 5 
minutos. Se introdujo el tubo conteniendo 1 ml de HEPES en el luminómetro y se 
añadió la lucigenina (concentración final 5 µM). Se midió la emisión de luz (en cuantos 
de luz o fotones) durante 5 minutos, registrándose los cuantos en papel cada 30 
segundos (basal sin arteria). A continuación se introdujo el segmento arterial y se 
repitió la operación, considerándose el sumatorio de los cuantos emitidos (∑ cuantos) 
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como la emisión basal de anión superóxido por la arteria (basal con arteria). 
Posteriormente se añadió NADH como sustrato de la enzima NAD(P)H oxidasa y se 
repitió la operación durante otros 5 minutos, considerándose la emisión de cuantos 
representativo de la producción de anión superóxido por la actividad estimulada de la 
enzima (estimulada). Finalmente se añadió Tiron 10 mM como captador de radical 
anión superóxido permeable a las células. Los segmentos arteriales se secaron y se 
pesaron (mg) para realizar los cálculos. 
 Para realizar los cálculos se sumaron todas los cuantos emitidos en cada 
período de 5 minutos excluyendo el primer dato, correspondiente a los primeros 30 
segundos, en los que el sistema aún no se había estabilizado. La producción de anión 
superóxido en las distintas situaciones se calculó en base a los cuantos o fotones 
emitidos (medida en unidades relativas de luminiscencia) de la siguiente manera: 
 
Medida del O2.- = ((∑ cuantos basales con arteria)-(∑ cuantos sin arteria))/peso 
 
Actividad NAD(P)H oxidasa = ((∑ cuantos estimulados)-(∑cuantos basales  
             sin arteria))/peso 
 
Medida del O2.- en presencia de Tirón = ((∑ cuantos con Tiron-(∑ cuantos basales  
           sin arteria))/peso 
 
% Inhibición por Tiron= 100-(O2.- en presencia de Tiron/ O2.- en ausencia de Tiron) 
4. MÉTODO DEL DIHIDROETIDIO 
4.1. Para arterias mesentéricas de resistencia 
Para el estudio de la producción basal de radical anión superóxido en arterias se 
ha utilizado dihidroetidio (DHE). Este producto es capaz de atravesar la 
membrana de células vivas llegando hasta el citoplasma. En presencia de radical 
anión superóxido se oxida produciendo bromuro de etidio, que se intercala entre 
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el ADN del núcleo y emite fluorescencia (longitud de onda de excitación máxima 
de 490 nm y una emisión en el rango de 590 nm a 620 nm). La fluorescencia es 
directamente proporcional a la cantidad de radical anión superóxido que llega a 
las CML y al tiempo de incubación (Suzuki y cols., 1995; Majid y cols 2004). Se ha 
seguido el protocolo descrito en Arribas y cols., 2007 y González y cols, 2008. 
Estudio en arteria mesentérica de resistencia. Se disecó un segmento de 
arteria mesentérica de resistencia de 3er orden (AMR) de cada animal de los 
siguientes grupos experimentales: WKY, SHR y SHR-LGF y se conservaron en 
disolución KHS en frío. 
Los segmentos se incubaron durante 30 minutos en una disolución que 
contenía DHE 3 µM en la oscuridad en un baño mantenido a 37ºC y burbujeado 
con carbógeno. Para comprobar que la fluorescencia provenía del anión 
superóxido se realizó un control negativo preincubando con SOD 15U/ml 30 
minutos y, posteriormente, añadiendo al medio de incubación el  DHE durante 
otros 30 minutos. Finalmente, los segmentos arteriales fueron fijados durante 45 
minutos en paraformaldehido al 4%, para su posterior estudio en un microscopio 
confocal de fluorescencia (Figura 11).  
Para la obtención de imágenes de las AMR, los segmentos se situaron 
entre un portaobjetos y un cubreobjetos en el que se había colocado un pocillo 
mediante espaciadores de silicona (Figura 11). Los segmentos arteriales se 
visualizaron con un objetivo de 40x de aceite (apertura numérica 1,25) con un 
zum de 2x. Se tomaron secciones ópticas de la arteria a una distancia entre 
planos de 1 µm, comenzando en la capa adventicia hasta un total de 25 µm y se 
recogió la fluorescencia emitida en la banda de emisión de 590-620 nm. Las 
condiciones de intensidad de láser, brillo y contraste fueron idénticas para todos 
los grupos experimentales. 
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Para la cuantificación de la cantidad de radical anión superóxido se creó 
una reconstrucción correspondiente a las 25 µm de grosor mediante el programa 
de análisis de imagen Metamorph. Para la determinación de la producción basal 
de radical anión superóxido se cuantificaron el número de células positivas para 
DHE por 25 µm de grosor de la arteria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Esquema representativo del método utilizado para la determinación de la 
producción basal de anión superóxido, basado en la tinción con dihidroetidio (DHE). 
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4.2. Para células musculares lisas 
Para determinar la producción de radical anión superóxido en CML mediante 
dihidroetidio se utilizaron CML crecidas en cristales estériles procedentes de 
arterias carótidas de los tres grupos experimentales (WKY, SHR y SHR tratada 
con LGF). Una vez las células estuvieron en semiconfluencia, se lavaron 3 veces 
con cuidado con PBS en la campana de cultivos. Posteriormente se añadió PBS 
conteniendo DHE (3 µM) y DAPI (1:500) como colorante nuclear y se incubaron 
en la cámara de cultivos en atmósfera de CO2 durante 30 min. Las células se 
lavaron de nuevo 3 veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% 
durante otros 30 min a temperatura ambiente en la campana de cultivos.  
Los cristales se montaron sobre un portaobjetos en el que se había puesto 
una gota del medio de montaje Prolong con cuidado de poner los cristales por el 
lado donde habían crecido las CML y se dejaron secar toda la noche en la 
oscuridad y a temperatura ambiente. 
Los cristales se visualizaron mediante un microscopio confocal de 
fluorescencia Leica TCS SP2. En primer lugar se utilizó la longitud de onda del 
DAPI (excitación 364nm/emisión 461nm) con objeto de localizar las células 
mediante la visualización de sus núcleos y se obtuvo una imagen. A continuación 
se cambió la longitud de onda para visualizar el DHE (excitación 488nm/emisión 
590–620nm) y se obtuvo una segunda imagen. Se realizaron varias adquisiciones 
de zonas diferentes del cultivo, siempre utilizando el criterio de localización de los 
núcleos para evitar sesgos. La tinción del DHE se localizó en el citoplasma. Todas 
las imágenes de los 3 grupos experimentales se adquirieron con objetivos de 20x 
y 40x y con los mismos parámetros de intensidad de láser, brillo y contraste para 
poder cuantificar los niveles de intensidad de fluorescencia.  
La cuantificación se realizó mediante la medida de la intensidad media de 
fluorescencia en el área central del citoplasma emitida en la longitud de onda del 
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DHE. De cada cultivo se calculó el promedio de la intensidad obtenida en varias 
áreas (imágenes) del cultivo (se midieron como mínimo 5 células/ área de la 
imagen). Posteriormente se promediaron las intensidades de varios cultivos 
procedentes de la misma rata. 
VI. DETERMINACIÓN DEL SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 
ENDÓGENO GLUTATIÓN EN PLASMA 
1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES 
− Ácido bicincónico (BCA) (Sigma) 
− Ácido tricloroacético (TCA) (Merck) 
− Glutatión oxidado (GSSG) (Sigma) 
− Kit para el ensayo del glutatión (Cayman) 
− Sal disódica del ácido etilendiamin-tetraacético (Na2-EDTA) (Sigma) 
− Sal tetrasódica de β-nicotinamida adenín di-nucleótido fosfato (forma 
reducida) (β-NADPH) (Sigma) 
− Seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma) 
− Tampón fosfato (KH2PO4, K2HPO4) (Merck) 
2. EQUIPOS 
− Espectrofotómetro UV-160A, UV-Visible, Shimadzu. 
− Lector de placas (Bio Kinetic Reader EL 340 Microplate, Bio-Tek 
Instruments). 
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3. MÉTODO DTNB 
Se determinó el glutatión total con un kit para el ensayo del glutatión de Cayman. 
El método optimizado consiste en el reciclado enzimático de la glutatión reductasa 
(GR) que interviene en la siguiente reacción: 
 
 
 
 
 
El grupo sulfhidrilo del glutatión reacciona con el reactivo de Ellman, DTNB 
(ácido 5, 5’- ditiobis- 2- nitrobenzoico) para dar el TNB (ácido 5- tio-2 
nitrobenzoico) de color amarillo. De manera concomitante se produce el 
compuesto disulfuro GSTNB, entre el glutatión y el TNB, que reduce la GR para 
reciclar el glutatión reducido (GSH) y producir más TNB. La producción de TNB es 
directamente proporcional a esta reacción de reciclado que es a su vez 
directamente proporcional a la concentración de glutatión en la muestra. Para 
determinar la cantidad de glutatión se mide la absorbancia del TNB a 405 nm o 
414 nm. 
El GSH se oxida fácilmente a GSSG. El GSSG se produce durante la 
reducción de los hidroperóxidos por la enzima GPx. El GSSG se reduce a GSH 
por la enzima GR, y es en la forma reducida en la que el glutatión se encuentra 
principalmente en los sistemas biológicos. En el kit se usa la GR para medir las 
dos formas del glutatión (GSH y GSSG), de manera que lo que se mide es el 
glutatión total.  
  GR 
   GSSG                2 GSH 
 
    TNB  GSH         DTNB 
  
         
 
          GSTNB               TNB 
GR 
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4. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GLUTATIÓN REDUCTASA 
La actividad de la enzima glutatión reductasa en plasma se evaluó mediante el 
método descrito por Barja de Quiroga (Barja de Quiroga y cols., 1990). 
La actividad de la enzima glutatión reductasa, catalizadora de la reducción 
del glutatión oxidado a glutatión reducido, se determina mediante la cuantificación 
de la desaparición del cofactor NADPH a 25ºC, que se detecta a 340 nm: 
 
Para la determinación de la glutatión reductasa es imprescindible medir 
tanto la reacción catalizada (reacción con muestra donde supuestamente hay GR) 
como la reacción no catalizada (reacción sin muestra, que se produce de manera 
espontánea en ausencia de enzima). La reacción no catalizada se lleva a cabo 
con GSSG 4 mM y NADPH 0,3 mM, en tampón fosfato 50 mM (pH 7,4) con EDTA 
6,3 mM a 25ºC. La reacción catalizada se lleva a cabo con un volumen 
establecido de muestra, GSSG 4 mM y NADPH 0,3 mM, en tampón fosfato 50 
mM (pH 7,4) con EDTA 6,3 mM a 25ºC. El consumo de NADPH en ambas 
reacciones, sigue una cinética de 4 min que se mide en el espectrofotómetro a 
340 nm. Las proteínas de las muestras se miden mediante el método de Bradford. 
La actividad enzimática se calcula mediante la siguiente ecuación: 
 
 
 
Donde:   ∆Abs/min = pendiente obtenida de la cinética de la reacción 
              Vt = volumen total de la cubeta= 0,7 ml 
              F = factor de dilución 
              ε = coeficiente de extinción molar del NADPH = 6,22×10-3 ml⋅nmol-1⋅cm-1 
              Vm = volumen de muestra (ml) 
              X= mg proteína/ ml plasma 
 
GSSG + NADPH + H+  
  GR 
  2 GSH + NADP+ 
 
Actividad GR (nM NADPH/min mg proteína) = ∆Abs/min × Vt ×
ε × Vm × X
F 
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VII. MEDIDAS DE ESTRÉS OXIDATIVO EN PLASMA 
1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES 
− Ácido clorhídrico (HCl) (Panreac) 
− Ácido tiobarbitúrico (TBA) (Sigma) 
− Ácido tricloroacético (TCA) (Merck) 
− Trizma base o TRIS (Sigma) 
− Tampón fosfato salino 0,01 M con NaCl 0,138 M; KCl 0,0027 M; pH 7,4, 
a 25 °C (PBS) 
2. EQUIPOS 
− Lector de placas (Bio Kinetic Reader EL 340 Microplate, Bio-Tek 
Instruments). 
3. MÉTODO TBARS 
Uno de los productos que se generan en los procesos de peroxidación lipídica es 
el malondialdehido (MDA) que medimos en forma de aducto MDA-TBA de color 
rosa, mediante el método espectrofotométrico de las especies reactivas con el 
ácido tiobarbitúrico (TBARS) descrito por Rodriguez-Martinez y Ruiz-Torres en 
1992.  
Se mezclan las muestras de plasma o PBS (blanco) con TCA en HCl 0,6 M 
a una concentración final de 10% y se deja en hielo durante 20 minutos. Se 
centrifuga a 1.500 g, 15 min, temperatura ambiente. Se recoge el sobrenadante y 
se añade TBA 120 mM en TRIS 260 mM, pH= 7, en una proporción 1:5. A 
continuación se hierven las muestras durante 30 min. Se obtiene el aducto MDA-
TBA de color rosa cuyo coeficiente de absorción molar es de 1,56 x 105 M-1 cm-1 a 
535 nm. Se mide el compuesto obtenido en placas de 96 pocillos a 540 nm y 
temperatura ambiente. 
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La concentración de MDA de cada muestra se calcula a partir de la ley de 
Lambert-Beer, restando previamente a la absorbancia de la muestra la 
absorbancia del blanco: 
 
 
Donde:    A =  absorbancia 
      C = concentración (M) 
      a = coeficiente de absorción molar = 1,56 x 105 M-1 cm-1 
      b = longitud de la cubeta o pocillo 
VIII. ENSAYOS DE FUNCIÓN VASCULAR EN ARTERIAS AISLADAS 
1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES 
− Cloruro de acetilcolina (Sigma) 
− Diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF2-DA) (Sigma) 
− Disolución Krebs Henseleit modificada (KHS): NaCl 115 mM, KCl 4,6 
mM, CaCl2 2,5 mM, NaHCO3 25 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, 
EDTA 0,01 mM, glucosa 11 mM 
− Fenilefrina (Sigma) 
− Hidrocloruro de Nω-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (Sigma) 
− LGF (suministrado por el Dr. Díaz-Gil) 
− Pirogalol (Sigma) 
− Superóxido dismutasa (SOD) (Sigma) 
− Tirón (Sigma) 
 
 
 
 
A = C x a x b 
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2. EQUIPOS 
− Sistema de medida de la tensión isométrica en segmentos arteriales, 
compuesto por: baños de órganos temostatizados, transductores de 
fuerza, tornillos micrométricos, amplificador y sistema de adquisición de 
datos MacLab/8e con el programa Chart & Scope v5 (ADInstruments) 
sistema de registro MacLab. 
− Microscopio Confocal Espectral (Leica TCS SP2). Línea láser: 488 
nm/515 nm 
3. MEDIDA DE LA  FUNCIÓN VASCULAR MEDIANTE REGISTRO DE LA 
TENSIÓN ISOMÉTRICA 
La capacidad del LGF para proteger el NO vascular de la destrucción por el anión 
superóxido se llevó a cabo mediante experimentos de función vascular en arterias 
carótidas aisladas. Para ello, ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 3 meses 
de edad con un peso de aproximadamente 350-400 g se mataron mediante 
inhalación de CO2. Se extrajeron las arterias carótidas comunes cuidadosamente, 
y se llevaron a una disolución fisiológica KHS burbujeada con carbógeno (95% de 
O2, 5% de CO2) y mantenida a 37ºC. La función vascular se estudió mediante la 
monitorización de la tensión isométrica según se describe en Conde y cols., 2000; 
Somoza y cols., 2006, que se basa en la técnica descrita por Nielsen y Owman en 
1971 y esquematizado en la Figura 12. 
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Figura 12. Representación esquemática del modelo experimental utilizado para el 
registro de la tensión isométrica.  
Una vez extraídas las arterias carótidas comunes, se pasaron a una placa 
con KHS fría y oxigenada. Para limpiar la luz vascular de restos de sangre se 
introdujo una aguja roma por uno de sus extremos y se perfundió con KHS con 
suavidad para no dañar el endotelio. También se eliminaron los restos de tejido 
conectivo y adiposo adheridos a la arteria, siempre con cuidado de no dañarla. 
Posteriormente, la arteria se troceó en anillos de 3 mm de longitud con la ayuda 
de una lupa binocular y de una regla milimetrada, despreciando los extremos por 
los que habíamos introducido la aguja con anterioridad y con cuidado de no dañar 
la pared vascular. 
A través de la luz del cilindro arterial se introdujeron dos alambres de acero 
rígido de 168 µm de diámetro. Uno de ellos se fija a la pared de un baño que 
contiene 1 ml de disolución KHS. El otro alambre, que se desplaza paralelamente 
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al anterior, se conecta con un transductor de fuerza (Piodem controls LTD. 
Dynamometer. Cibertec SA. España). El transductor se conecta, a su vez, a un 
amplificador y a un sistema de adquisición de datos MacLab/8e con el programa 
Chart & Scope v5 (ADInstruments) donde se registraron los cambios de tensión 
producidos en la pared del segmento arterial. La temperatura del baño se 
mantuvo constante a 37±0.5ºC, mediante una doble pared por donde circula agua 
procedente de un termocirculador (Techna TE1 Tempeltef). Cada baño de 
órganos posee una entrada de carbógeno para oxigenar de forma adecuada las 
preparaciones y mantener un pH  fisiológico.  
Mediante un tornillo micrométrico se aplicó a cada segmento una tensión 
inicial de 1,0 g (tensión óptima determinada en experimentos preliminares). La 
tensión se fue reajustando periódicamente cada 15 minutos durante un periodo de 
60 a 90 minutos, y cambiando al mismo tiempo el líquido nutricio hasta lograr su 
completa estabilización. 
Una vez estabilizadas las preparaciones, se les administró una disolución 
despolarizante de KCl (75 mM) para comprobar su integridad funcional. Tras 30 
minutos de lavado se repitió la  administración de KCl.  
Para estudiar la capacidad relajante de las arterias carótidas comunes los 
segmentos arteriales se contrajeron con fenilefrina 0,1 µM hasta alcanzar una 
respuesta estable. Una vez alcanzada ésta, se añadieron concentraciones 
crecientes de acetilcolina (ACh 0,1 nM-100 µM). En experimentos preliminares se 
comprobó que la funcionalidad de los segmentos se mantenía a lo largo de varias 
curvas de concentración-respuesta consecutivas. Se consideró que los 
segmentos tenían endotelio funcional cuando se alcanzó una relajación máxima a 
ACh de >75% de la contracción previa con fenilefrina. La dependencia de NO de 
la relajación producida por ACh se determinó mediante preincubación durante 20 
minutos con 100 µM L-NAME (inhibidor de la síntesis de NO). Las relajaciones se 
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expresaron en porcentaje de la contracción producida por fenilefrina previa a la 
administración de ACh.  
Para generar anión superóxido se utilizó pirogalol, que produce el radical 
libre mediante autooxidación (Marklund y Marklund, 1974; Hutchinson y cols., 
1987). Tras comprobar la funcionalidad del endotelio mediante una curva 
concentración respuesta a ACh (0,1 nM-100 µM) se añadió pirogalol 1 µM al baño 
de órganos durante 20 min y se realizó una segunda curva a ACh. 
Para determinar el efecto antioxidante de los diversos compuestos frente a 
anión superóxido, en primer lugar se comprobó la funcionalidad del endotelio 
mediante una curva concentración respuesta a ACh (0,1 nM-100 µM). 
Seguidamente los segmentos se incubaron simultáneamente con pirogalol 1 µM y 
con SOD (15 U/ml), con Tiron (10 mM) o con LGF (0,3 nm) durante 20 minutos y 
posteriormente se realizó una segunda curva a ACh.  
4. DETERMINACIÓN DE LA BIODISPONIBILIDAD BASAL DE ÓXIDO 
NÍTRICO MEDIANTE DAF2-DA 
Para el estudio de la biodisponibilidad de NO se utilizó el indicador fluorescente 
4,5 diacetato de diaminofluoresceina, (DAF2-DA), que permite monitorizar la 
producción de NO en arterias (Kojima y cols 1998, Zhang y cols 2002). El DAF2-
DA es un compuesto no fluorescente que atraviesa la membrana plasmática de 
las células vivas. En el citoplasma, las esterasas hidrolizan el grupo diacetato (DA) 
de modo que el DAF-2 pierde la capacidad de atravesar la membrana. En el 
interior de la célula, en presencia de NO y O2, el DAF-2 se nitrosila, originando un 
compuesto triazólico altamente fluorescente. Este compuesto puede ser 
visualizado con una longitud de onda de excitación de 488 nm y de emisión de 
515 nm. La nitrosilación es irreversible (Lewis y cols 1995), por lo que la 
fluorescencia emitida refleja la disponibilidad total del NO. El protocolo 
experimental se realizó de acuerdo al descrito en González y cols., 2008. 
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Los segmentos se incubaron durante 30 minutos en una disolución que 
contenía DAF2-DA 10 µM, en la oscuridad, en un baño mantenido a 37ºC y 
burbujeado con carbógeno. Para comprobar que la fluorescencia provenía del NO 
se realizó un control negativo preincubando con L-NAME 100 µM  durante 30 
minutos y, posteriormente, añadiendo al medio de incubación el  DAF2-DA 
durante otros 30 minutos. Finalmente, los segmentos arteriales fueron fijados 
durante 45 minutos en paraformaldehido al 4%, para su posterior estudio en un 
microscopio confocal de fluorescencia (Figura 13). El montaje de los segmentos y 
la obtención de imágenes mediante microscopía confocal se realizaron de forma 
similar a lo descrito para la obtención de imágenes con DHE, utilizando la longitud 
de onda de excitación 488 y emisión 515nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Esquema representativo del método para la determinación de producción 
basal de óxido nítrico mediante DAF2-DA. 
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IX. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados de cada experimento se han expresado con su valor medio y el 
correspondiente error estándar como medida de dispersión. Para el análisis 
estadístico se utilizó el programa informático Graph Pad Prism 04. Las medias se 
compararon usando el análisis de varianza de una vía (ANOVA) o el test de 
Student. Se consideró que las diferencias eran significativas para valores de 
p<0,05. 
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I. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL LGF IN VITRO 
Se estudió la capacidad antioxidante del LGF frente a diferentes radicales libres 
en un medio acuoso in vitro, y se comparó con la de sus dos componentes: la 
albúmina y la bilirrubina. 
1. CAPACIDAD PARA ELIMINAR EL RADICAL CATIÓN ABTS 
Se midió la capacidad del LGF, de la albúmina y de la bilirrubina para eliminar 
radicales libres sintéticos. Para este estudio se utilizó como radical libre sintético, 
el radical catión ABTS y como antioxidante de referencia el Trolox que es un 
compuesto hidrosoluble análogo de la vitamina E. 
 En primer lugar, los resultados se expresaron como porcentajes de 
inhibición del radical catión ABTS por los compuestos a varias concentraciones, 
expresadas en ng/µl. El LGF, la albúmina y la bilirrubina presentaron capacidad 
para eliminar el catión radical ABTS, siendo el porcentaje de inhibición 
directamente proporcional a la concentración de los compuestos (Figura 14A1 y 
14A2). El LGF y la bilirrubina se comportaron como el Trolox, siendo lineal el 
porcentaje de inhibición frente a la concentración. En cambio la albúmina no 
mostró una tendencia o regresión de línea recta sino de polinomio, para el mismo 
rango de concentraciones. Se comparó el porcentaje de inhibición del LGF, la 
bilirrubina y el Trolox en el mismo rango de concentraciones (en unidades de 
peso/volumen (ng/µl)), siendo la bilirrubina la que presentó mayor capacidad 
antioxidante (mayor pendiente), después el Trolox y por último el LGF (Figura 
14A1). La albúmina presentó la menor capacidad antioxidante y a 
concentraciones mucho más elevadas (Figura 14A1). 
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Figura 14 A. A1) Inhibición del radical catión ABTS por el LGF, la albúmina, la bilirubina 
hidrosoluble y el Trolox a distintas concentraciones (ng/µl). A2) Ampliación de la 
inhibición del radical catión ABTS por el LGF, la bilirubina hidrosoluble y el Trolox. Cada 
valor es la media de 3 réplicas. 
Si tenemos en cuenta el peso molecular de los compuestos, y expresamos 
los resultados en unidades molares (µM), se demuestra que el LGF es el 
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compuesto con mayor capacidad para eliminar radicales ABTS (Figuras 14B1 y 
14B2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 B. B1) Inhibición del radical catión ABTS por el LGF, la albúmina, la bilirubina 
hidrosoluble y el Trolox a distintas concentraciones (µM). B2) Ampliación de la inhibición 
del radical catión ABTS por el LGF, la albúmina y la bilirubina hidrosoluble. Cada valor es 
la media de 3 réplicas. 
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Para determinar la cinética de inhibición del radical catión ABTS por el LGF 
y la bilirrubina, se calculó la “Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox” 
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) -TEAC- de cada una de ellas (Figura 15) 
y a distintos tiempos de reacción. Los valores TEAC del LGF y la bilirrubina 
aumentaron a lo largo del tiempo describiendo una cinética bifásica, sin embargo 
el valor TEAC de la albúmina fue prácticamente nulo. Las concentraciones de los 
compuestos utilizadas para este estudio fueron de 8,3 ng/µl y en unidades de 
molaridad: LGF 0,12 µM, albúmina 0,13 µM y bilirrubina 14 µM.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. A) Cinética bifásica de inhibición del radical catión ABTS con el LGF, la 
bilirrubina hidrosolube y el Trolox. B) Descomposición de la cinética bifásica: a la 
izquierda la fase rápida, y a la derecha la fase lenta. 
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2. CAPACIDAD PARA ELIMINAR EL RADICAL PEROXILO 
Se evaluó la capacidad del LGF, la albúmina y la bilirrubina para eliminar 
radicales peroxilo, que se generaron con el compuesto AAPH. Mediante el 
método ORAC-FL se hizo un seguimiento de la caída de la fluorescencia 
producida por los radicales peroxilo a lo largo del tiempo, y su variación en 
presencia de los distintos compuestos. Se hizo un blanco sin AAPH para verificar 
la generación de radicales libres y se utilizó como antioxidante de referencia el 
Trolox 0,25 ng/µl (1 µM). En primer lugar mostramos los resultados mediante las 
curvas de caída de fluorescencia, que indican el perfil antioxidante de los distintos 
compuestos (Figuras 16A1,2,3 y 4); y en segundo lugar se muestran las áreas 
bajo la curva, calculadas a partir de las curvas de caída de fluorescencia, que 
indican la capacidad antioxidante total de los compuestos (Figuras 16B1,2,3 y 4). 
 El perfil de la curva descrita por el antioxidante de referencia Trolox, 
muestra una fase de retraso inicial que no se ve en los demás compuestos, y le 
confiere su capacidad antioxidante, que es mayor que la del resto de los 
compuestos estudiados, sin embargo hay un punto en el que la curva del Trolox 
se cruza con la del blanco con AAPH, lo que indica que su efecto antioxidante es 
menos duradero que el de otros compuestos estudiados que comentaremos a 
continuación. El LGF se estudió a distintas concentraciones: 1,5 ng/µl, 2,2 ng/µl y 
3 ng/µl (0,02 µM, 0,03 µM y 0,05 µM respectivamente), presentando capacidad 
para eliminar radicales peroxilo a todas las concentraciones estudiadas y de 
manera concentración dependiente, además se puede observar que en hay un 
punto en el que la curva del LGF a 2,2 ng/µl y 3 ng/µl se cruza con la del Trolox, 
mostrando una capacidad antioxidante más duradera (Figura 16A1). La albúmina 
se probó a las concentraciones de: 2,2 ng/µl, 4,5 ng/µl y 9 ng/µl (0,03 µM, 0,07 µM 
y 0,14 µM, respectivamente), pero a la concentración de 2 ng/µl no redujo la caída 
de la fluorescencia, y a las otras dos concentraciones la reducción fue muy 
pequeña (Figura 16A2). La bilirrubina se probó a 3 ng/µl (5 µM) y apenas redujo la 
caída de la fluorescencia (Figura 16A3). 
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En la Figura 16A4 se comparan las curvas de caída de fluorescencia del 
LGF 3 ng/µl (0,05 µM), la albúmina 9 ng/µl (0,14 µM), la bilirrubina 3 ng/µl (5 µM) y 
el Trolox 0,25 ng/µl (1 µM), donde se puede ver que el Trolox es el que presenta 
menor caída de fluorescencia, pero se cruza con la curva del LGF. El LGF tiene 
menor caída de fluorescencia que la bilirrubina y la albúmina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16A. Curvas de caída de fluorescencia inducida por el radical peroxilo generado 
por AAPH y el efecto del: A1) LGF a distintas concentraciones 1,5 ng/µl, 2,2 ng/µl y 3 
ng/µl (0,02µM, 0,03µM y 0,05µM respectivamente), A2) de la seroalbúmina de rata a 
distintas concentraciones 2,2 ng/µl, 4,5 ng/µl y 9 ng/µl (0,03µM, 0,07µM y 0,14µM, 
respectivamente), A3) de la bilirrubina hidrosoluble a 3 ng/µl (5µM). A4) Comparación del 
LGF a 3 ng/µl (0,05µM), la seroalbúmina de rata a 9 ng/µl (0,14µM), la bilirrubina 
hidrosoluble 3 ng/µl (5µM) y el Trolox 0,25 ng/µl (1µM). Cada valor corresponde al 
promedio de tres réplicas. 
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A partir de las gráficas anteriores se calcularon las áreas bajo la curva 
(ABC) de los distintos compuestos, y se restó el ABC del blanco con AAPH. Este 
parámetro nos indica la capacidad de cada compuesto para eliminar el radical 
peroxilo. En las Figuras 16B1-3 se muestran las ABC de los compuestos 
estudiados, a distintas concentraciones y se comparan con el antioxidante de 
referencia Trolox. En la Figura 16B4 se compara el ABC del LGF, la albúmina y la 
bilirrubina frente al Trolox. 
     
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16B. Representaciones de las áreas bajo la curva B1) del LGF a distintas 
concentraciones 1,5 ng/µl, 2,2 ng/µl y 3 ng/µl (0,02µM, 0,03µM y 0,05µM 
respectivamente), B2) de la seroalbúmina de rata a distintas concentraciones 2,2 ng/µl, 
4,5 ng/µl y 9 ng/µl (0,03µM, 0,07µM y 0,14µM, respectivamente), B3) de la bilirrubina 
hidrosoluble a 3 ng/µl (5µM). B4) Comparación de las áreas bajo la curva del LGF a 3 
ng/µl (0,05µM), la seroalbúmina de rata a 9 ng/µl (0,14µM), la bilirrubina hidrosoluble 3 
ng/µl (5µM) y el Trolox 0,25 ng/µl (1µM). Cada valor corresponde al promedio de tres 
réplicas. 
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3. CAPACIDAD PARA ELIMINAR EL RADICAL HIDROXILO 
Se estudió la capacidad del LGF, la albúmina y la bilirrubina, para eliminar el 
radical hidroxilo, mediante el método de la desoxirribosa modificado por el que se 
mide el grado de inhibición del aducto MDA-TBA. Se estudió la capacidad del LGF 
y la bilirrubina a distintas concentraciones (datos no mostrados). En la figura 17A1 
se muestra la capacidad para eliminar radicales hidroxilo del LGF 30 ng/µl (0,45 
µM), la albúmina 1000 ng/µl (15 µM) y la bilirrubina 30 ng/µl (51 µM) frente al 
antioxidante de referencia Trolox 10 ng/µl (40 µM). En la figura 17A2 se pueden 
apreciar las diferencias entre los compuestos de estudio, el LGF 30 ng/µl (0,45 
µM), la albúmina 1000 ng/µl (15 µM) y la bilirrubina 30 ng/µl (51 µM); se puede 
observar que el LGF mostró una capacidad para eliminar radicales hidroxilo 
similar a la de la bilirrubina 30 ng/µl (51 µM), y mayor que la de la albúmina 1000 
ng/µl (15 µM). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17A. Capacidad de eliminar radicales hidroxilo A1) del LGF 30 ng/µl (0,45 µM), la 
seroalbúmina de rata 1000 ng/µl (15 µM) y la bilirrubina hidrosoluble 30 ng/µl (51 µM) 
frente al antioxidante de referencia Trolox 10 ng/µl (40 µM), *p<0,05 respecto al Trolox; 
A2) del LGF 30 ng/µl (0,45 µM), la seroalbúmina de rata 1000 ng/µl (15 µM) y la 
bilirrubina hidrosoluble 30 ng/µl (51 µM), *p<0,05 respecto a la seroalbúmina de rata; 
análisis estadístico con el test de Student. Cada valor corresponde al promedio de tres 
réplicas. 
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A continuación se muestra, en la gráfica de la pendiente (A/A0) a 540 nm, 
frente a la concentración inicial (Figura 18A), la cinética de la reacción de los 
compuestos con el radical hidroxilo. Se demostró que el LGF y la bilirrubina tenían 
una capacidad antioxidante frente a radicales hidroxilo dependiente de la 
concentración de forma lineal. Sin embargo capacidad antioxidante frente a 
radicales hidroxilo de la albúmina, aunque también fue dependiente de la 
concentración, su tendencia no se ajustó a una línea recta (Figura 18A1). Además 
el LGF y la bilirrubina mostraron una cinética competitiva frente a radicales 
hidroxilo. Las constantes de velocidad calculadas a partir de las pendientes de la 
Figura 18A2, fueron de 1,58 x 1015 ng µl-1 s-1 y 1,25 x 1015 ng µl-1 s-1, para el LGF 
y la bilirrubina, respectivamente. Estas constantes no fueron significativamente 
diferentes entre sí. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18A. Cinética de reacción entre el radical hidroxilo y A1) el LGF, la seroalbúmina 
de rata y la bilirrubina hidrosoluble, a distintas concentraciones (ng/µl), A2) el LGF y la 
bilirrubina hidrosoluble, a distintas concentraciones (µM). Cada valor corresponde al 
promedio de tres réplicas. 
Sin embargo, al representar los resultados por concentraciones en 
unidades de molaridad, vemos que el LGF tiene una capacidad antioxidante 
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velocidad calculadas a partir de las pendientes de la Figura 18A, fueron de        
5.839 M-1 s-1 y  41 M-1 s-1, para el LGF y la bilirrubina, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
Figura 18B. Cinética de reacción entre el radical hidroxilo y el LGF, la seroalbúmina de 
rata y la bilirrubina hidrosoluble, a distintas concentraciones (µM). 
La capacidad captadora del LGF frente a radicales hidroxilo fue confirmada 
por un ensayo de quimioluminiscencia, en el que el LGF mostró que su efecto era 
dependiente de l a concentración (Figura 19). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19A. A1) Curva de aumento de quimioluminiscencia inducida por radicales 
hidroxilo y reducción por LGF 14 ng/µl (0,21µM) y 24 ng/µl (0,36µM); y Trolox 0,12 ng/µl 
(0,48µM). A2) Capacidad antioxidante del LGF 14 ng/µl (0,21µM) y 24 ng/µl (0,36µM); y 
Trolox 0,12 ng/µl (0,48µM), *p<0,05 respecto al Trolox (test de Student). Cada valor es la 
media de 3 réplicas.  
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4. CAPACIDAD PARA ELIMINAR EL RADICAL ANIÓN SUPERÓXIDO 
Se midió la capacidad del LGF para eliminar radicales anión superóxido de forma 
indirecta, determinando la capacidad del LGF para proteger el óxido nítrico 
vascular. Para ello se adicionó acetilcolina (ACh) que produce respuestas de 
relajación-concentración dependientes de óxido nítrico. Como fuente de radicales 
anión superóxido se utilizó el pirogalol  que en disolución acuosa se descompone 
produciendo estos radicales (Marklund y Marklund, 1974).  
Se preincubaron los segmentos de arteria carótida de rata normotensa SD 
sólo con ACh (control), con pirogalol y con los compuestos de estudio. La 
preincubación con el pirogalol, produjo una reducción en la relajación mediada por 
la acetilcolina del 42% (Figura 20A1). La preincubación con el pirogalol y el LGF 
0,3 nM, produjo una reducción en la relajación mediada por la acetilcolina del 71% 
(Figura 20A2). La preincubación con el pirogalol y la enzima antioxidante SOD 15 
U/ml, produjo una reducción en la relajación mediada por la acetilcolina del 65% 
(figura 20A3). La preincubación con el pirogalol y el Tiron 10 mM (mimético 
permeable de la SOD), produjo una reducción en la relajación mediada por la 
acetilcolina del 89% (Figura 20A4). 
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Figura 20A. Curvas concentración respuesta a acetilcolina (ACh) en segmentos de 
arteria carótida de rata normotensa SD. Efecto: A1) del pirogalol 1µM, A2) de la SOD 15 
U/ml, A3) del LGF 0,3 nM, y A4) del Tiron 10 mM, sobre las repuestas vasodilatadoras en 
presencia del pirogalol 1µM, *p<0,05 con respecto al pirogalol; análisis estadístico con el 
test de Student. 
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II. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE RATAS SHR CON LGF SOBRE LA 
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA NAD(P)H OXIDASA Y SOBRE LA 
PRODUCCIÓN DEL RADICAL ANIÓN SUPERÓXIDO 
1. ACTIVIDAD NAD(P)H OXIDASA 
La actividad de la NAD(P)H oxidasa se determinó mediante la generación de 
cuentas de luz tras la adición del sustrato NADH a segmentos de arteria carótida 
en presencia de lucigenina. El estudio se llevó a cabo en segmentos vasculares 
procedentes de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con LGF. La producción de 
cuantos de luz tras la adición de NADH fue significativamente mayor en ratas 
SHR comparadas con ratas WKY. En las arterias de ratas SHR tratadas con LGF 
se produjo una reducción significativa de la generación de anión superóxido por el 
enzima, alcanzándose valores similares a los de la rata WKY (Figura 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Cuantos de luz tras la estimulación de la enzima NAD(P)H oxidasa en arterias 
carótidas de ratas WKY, SHR y SHR tratada con LGF (SHR-LGF). Entre paréntesis se 
indica el número de ratas utilizado. *p<0,05 con respecto a WKY; # p<0,05 con respecto a 
SHR sin tratar, análisis estadístico mediante el test de Student. 
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La adición de Tiron 10 mM -análogo soluble de la SOD-, tras la 
estimulación del enzima con NADH, redujo significativamente la producción de 
anión superóxido, siendo esta reducción similar en los tres grupos experimentales 
(Figura 22A1). Por otra parte, en ratas SHR se demostró que la reducción de la 
producción de anión superóxido por Tiron era concentración dependiente, siendo 
aproximadamente el doble tras la adición de 20 mM del análogo permeable de la 
SOD (Figura 22A2). Además, la preincubación de las arterias carótidas de ratas 
SHR con el inhibidor de la NAD(P)H oxidasa DPI, redujo significativamente la 
producción de cuantos de luz tras la estimulación del enzima con NADH (40±11% 
reducción, n=5 arterias comparadas con sus contralaterales sin DPI). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22A. A1) Efecto de la adición de Tiron 10 mM sobre la emisión de cuantos de luz 
tras la estimulación del enzima NAD(P)H oxidasa por arterias carótidas de ratas WKY, 
SHR y SHR tratada con LGF (SHR-LGF). A2) Efecto de la concentración de Tiron (10 y 
20 mM) sobre la emisión de cuantos de luz tras estimulación del enzima NAD(P)H 
oxidasa por arterias carótidas de ratas SHR. Entre paréntesis se indica el número de 
ratas utilizado. +p<0,05 con respecto a 10 mM. Análisis estadístico mediante el test de 
Student. 
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2. CUANTIFICACIÓN DEL RADICAL ANIÓN SUPERÓXIDO  
Producción del radical anión superóxido en arterias carótidas. La producción 
basal del radical anión superóxido se estudió mediante quimioluminiscencia, no 
observándose diferencias significativas entre la emisión de cuantos de luz de 
ratas WKY y SHR. El tratamiento con LGF tampoco modificó significativamente la 
producción basal del radical, aunque hubo una tendencia a reducirlo (Figura 23). 
 
Figura 23. Emisión de cuantos de luz en situación basal en arterias carótidas de ratas 
WKY, SHR y SHR tratada con LGF (SHR-LGF). Entre paréntesis se indica el número de 
ratas utilizado. Análisis estadístico mediante el test de Student. 
 La cantidad de radical anión superóxido también se estudió mediante el 
método del DHE, que es un método más sensible que el de la lucigenina. Este 
estudio se realizó en cultivos primarios de CML procedentes de arterias carótidas 
así como en arterias mesentéricas de resistencia de los tres grupos 
experimentales: WKY, SHR y SHR tratadas con LGF. 
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Producción del radical anión superóxido en CML en cultivo. La tinción 
con DHE en los cultivos de CML se localizó en el citoplasma (Figura 24) por lo 
que la cuantificación se realizó en base a la intensidad de fluorescencia como 
medida de la producción basal de anión superóxido.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Tinción con el colorante nuclear DAPI (excitación 364 nm/ emisión a 461 nm, 
azul) y DHE (radical anión superóxido, excitación 488 nm/ emisión 590 nm, rojo) en CML 
procedentes de ratas WKY, SHR y SHR tratada con LGF (SHR-LGF). Las imágenes se 
tomaron con un microscopio confocal de fluorescencia Leica con un objetivo de x20. 
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La fluorescencia media de los cultivos de ratas SHR fue significativamente 
mayor que la de los cultivos de ratas WKY.  En las células procedentes de ratas 
tratadas con LGF se observó una reducción significativa de la fluorescencia media 
con respecto a las ratas SHR sin tratar, pero no alcanzó los valores de las ratas 
normotensas (Figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Fluorescencia media emitida por el DHE en CML en cultivo procedente de 
arterias carótidas de ratas WKY, SHR y SHR tratada con LGF. La cuantificación se 
realizó en imágenes obtenidas mediante microscopía confocal de fluorescencia. Entre 
paréntesis el número de ratas/cultivos utilizados. *p<0,05 con respecto a WKY, # p<0,05 
con respecto a SHR sin tratar. Análisis estadístico mediante el test de Student. 
Producción del radical anión superóxido en arterias mesentéricas de 
resistencia (AMR). La tinción con DHE en AMR se localizó en el núcleo (Figura 
26) por lo que la cuantificación de la producción basal de anión superóxido se 
realizó en base al número de células positivas para DHE por volumen (área de la 
imagen x 25 µm de grosor de la pared). El número de células positivas para DHE 
fue mayor en AMR procedentes de ratas SHR en comparación con las ratas WKY. 
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Las AMR de las ratas SHR-LGF mostraron un menor número de células positivas 
(Figura 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Tinción con DHE (excitación 488nm/emisión 590nm) en arterias mesentéricas 
de resistencia de ratas WKY, SHR y SHR-tratadas con LGF (SHR-LGF). Las imágenes 
se tomaron con un microscopio confocal de fluorescencia con un objetivo de 63x. Barra 
20 mm. Análisis cuantitativo de la cantidad de células de la pared de arterias 
mesentéricas de resistencia positivas para DHE medidas por unidad de volumen área de 
la imagen x 25 micras de grosor de la pared vascular). Entre paréntesis se muestra el 
número de ratas utilizado. *p<0,05 con respecto a WKY, # p<0,05 con respecto a SHR sin 
tratar. Análisis estadístico mediante el test de Student. 
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III. REDUCCIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO POR EL TRATAMIENTO DE 
RATAS SHR CON LGF 
1. PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 
Como parámetro indicativo de estré oxidativo se midió la peroxidación lipídica, por 
cuantificación de la concentración de MDA en plasma de ratas WKY, SHR y SHR-
tratadas con LGF. No se observaron diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos (Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Concentración de malondialdehído en ratas WKY, SHR y SHR-tratadas con 
LGF, como parámetro de estrés oxidativo. Entre paréntesis el número de ratas utilizado. 
Se utilizó el test de Student para el análisis de los resultados.  
2. PROTECCIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO FRENTE A ESPECIES REACTIVAS 
DE OXÍGENO 
La protección del NO biodisponible, frente a la destrucción por anión superóxido 
se midió en segmentos vasculares mediante el DAF2-DA, un compuesto que 
emite fluorescencia de forma proporcional a la concentración de NO. En AMR la 
fluorescencia emitida por el DAF2-DA fue significativamente mayor en ratas WKY 
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comparadas con ratas SHR. El tratamiento con LGF aumentó los niveles de 
fluorescencia de forma significativa hasta valores similares a los producidos por 
ratas normotensas WKY (Figura 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Medida de la biodisponibilidad de NO mediante la intensidad de fluorescencia 
emitida por el colorante fluorescente DAF2-DA en AMR de ratas WKY, SHR y SHR 
tratadas con LGF (SHR-LGF). Intensidad de fluorescencia media en arterias 
mesentéricas de resistencia y ejemplos representativos. Las imágenes corresponden a 
reconstrucciones de imágenes seriadas obtenidas con un microscopio confocal de 
fluorescencia y reconstruidas en una imagen única con el programa Metamorph. Barra 20 
µm. Entre paréntesis el número de ratas utilizado. *p<0,05 con respecto a WKY, # p<0,05 
con respecto a SHR sin tratar (test de Student). 
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En arterias carótidas también se observó que el tratamiento con LGF 
aumentó la intensidad de fluorescencia emitida en comparación con las ratas SHR 
(Figura 29). 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Media de la biodisponibilidad de NO mediante la intensidad de fluorescencia 
emitida por el colorante fluorescente DAF2-DA en arterias carótidas de ratas SHR y SHR 
tratadas con LGF (SHR-LGF). Intensidad de fluorescencia medida en las células 
musculares lisas de anillos de arteria carótida de ratas SHR y SHR tratada con LGF y 
ejemplos representativos. Las imágenes corresponden a reconstrucciones de 10 
imágenes seriadas de 1µm de grosor, obtenidas con un microscopio confocal de 
fluorescencia y reconstruidas en una imagen única con el programa Metamorph. Barra 20 
µm. Entre paréntesis el número de ratas utilizado. # p<0,05 con respecto a SHR sin 
tratar. Análisis estadístico con el test de Student. 
Asimismo, se observó que en la mitad de arterias carótidas procedentes de 
ratas tratadas con LGF (3 de 6) se observó que el DAF-2 emitía fluorescencia en 
la adventicia. Un estudio detallado con tinción simultánea de DAF2-DA y con el 
colorante nuclear DAPI mostró que esta tinción estaba situada en vasa-vasorum 
(Figura 30A). 
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Figura 30A. Imágenes representativas de vasa-vasorum en la adventicia de una arteria 
carótida de rata SHR tratada con LGF. Las arterias se han teñido con el colorante nuclear 
DAPI (364/461nm) y DAF2-DA (488/515nm) y se han visualizado con un microscopio 
confocal de fluorescencia. A1) Anillo de arteria carótida visualizado con un objetivo de 
x20 a la longitud de onda de excitación del DAF2-DA (izquierda plano superior del anillo 
en imagen única; derecha reconstrucción de 20 planos consecutivos del anillo). A2) 
ampliación de la región enmarcada en la figura superior visualizada con un objetivo de 
x63 (izquierda tinción con el colorante nuclear DAPI y derecha tinción con DAF2-DA. 
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IV. EFECTO DEL TRATAMIENO DE RATAS SHR CON LGF SOBRE EL 
SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE ENDÓGENO GLUTATIÓN 
1. CUANTIFICACIÓN DEL GLUTATIÓN TOTAL 
Mediante un ensayo espectrofotométrico se determinó la concentración de 
glutatión total en plasma de ratas WKY, SHR y SHR tratadas con LGF. Los 
resultados se analizaron por el método del punto final (a los 5 minutos), que se 
basa en la interpolación de la absorbancia de cada muestra de plasma en la 
ecuación de la recta de una curva patrón (gráfica de la absorbancia a 405 nm 
frente a la concentración de los estándares a un tiempo determinado). El glutatión 
oxidado no se pudo medir ya que en plasma la concentración no es detectable 
con este método. 
El resultado obtenido fue de un aumento significativo en la concentración 
de glutatión total de las ratas hipertensas SHR tratadas con LGF con respecto a 
las ratas normotensas WKY. Se observó un aumento en los niveles de glutatión 
total de las ratas hipertensas respecto las normales, aunque no fue 
estadísticamente significativo (Figura 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Cuantificación de glutatión total en plasma de ratas WKY, SHR y SHR 
tratadas con LGF (SHR-LGF). Entre paréntesis el número de ratas utilizado. *p<0,05 con 
respecto a las ratas WKY. Análisis estadístico con el test de Student.  
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2. ACTIVIDAD GUTATIÓN REDUCTASA 
La actividad de la enzima antioxidante endógena glutatión reductasa, fue 
determinada mediante el seguimiento espectrofotométrico de la cinética de la 
reacción de desaparición del cofactor NADPH que se consume en presencia del  
GSSG y de la GR, que actúa como catalizador de la reacción. Los cálculos de la 
actividad de la GR se realizaron a partir de la pendiente que se obtuvo de la 
disminución de la absorbancia relativa a la consumición del NADPH frente al 
tiempo. La actividad GR determinada en los tres grupos anteriormente 
mencionados mostró una tendencia a aumentar en las ratas SHR con respecto a 
las WKY, y el tratamiento con el LGF también parece que aumentó la GR, aunque 
no fue estadísticamente significativo (Figura 32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Determinación de la actividad glutatión reductasa en ratas WKY, SHR y SHR 
tratadas con LGF (SHR-LGF). Entre paréntesis el número de ratas utilizado. Análisis 
estadístico con el test de Student. 
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Actualmente hay un enorme interés en el desarrollo de estrategias antioxidantes 
para el tratamiento y la prevención de la enfermedad cardiovascular. Este interés 
se basa en el hecho de que el estrés oxidativo está implicado en los procesos de 
daño de la pared vascular asociados a la patología cardiovascular. En particular, 
en relación a la hipertensión se conoce que el estrés oxidativo es uno de los 
elementos centrales de las alteraciones en la estructura y función vascular (Irani, 
2000; Touyz y Schiffrin, 2001; Fortuño y cols., 2005, Weber, 2005). Estas 
alteraciones se han descrito en pacientes hipertensos y también en los modelos 
animales de hipertensión, particularmente en la rata SHR, animal que, por su 
similitud con la hipertensión esencial humana, se ha utilizado como modelo para 
probar la efectividad de nuevos fármacos.  
La administración del LGF a ratas SHR ejerce potentes acciones 
antifibróticas y de mejora de la función vascular (Somoza y cols., 2006). Puesto 
que el estrés oxidativo está implicado en los fenómenos de remodelado y fibrosis 
vascular, así como en la disfunción endotelial (Irani, 2000; Touyz y Schiffrin, 2001; 
Fortuño y cols., 2005; Weber, 2005), la hipótesis de esta Tesis Doctoral es que el 
LGF puede ejercer sus acciones regenerativas, al menos en parte, mediante 
mecanismos de protección frente a radicales libres. En este trabajo se ha 
evaluado la capacidad del LGF para eliminar en medio acuoso, (in vitro), radicales 
muy tóxicos para la célula como son los radicales anión superóxido, hidroxilo y 
peroxilo. Esta aproximación experimental simula los posibles efectos del LGF 
como molécula circulante en el plasma. Por otra parte, hemos evaluado el 
potencial efecto antioxidante del tratamiento con LGF en ratas SHR, y si éste está 
relacionado con un aumento de la capacidad antioxidante endógena y/o con una 
disminución de la producción de radicales libres. Finalmente se ha evaluado la 
capacidad protectora del tratamiento con LGF en ratas SHR frente al daño 
producido por el estrés oxidativo. 
El LGF se ha caracterizado -tanto en humanos como en ratas- como un 
complejo de seroalbúmina y bilirrubina unidas con un enlace covalente, y con una 
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conformación característica que le confiere su actividad biológica. El LGF es 
equivalente a lo que se conoce como bilirrubina δ o biliproteina (Díaz-Gil y cols., 
1987a; 1988; 1989).  
Los componentes de la molécula de LGF: albúmina y bilirrubina, poseen 
por sí mismos actividad antioxidante. En cuanto a la capacidad antioxidante de la 
albúmina, se ha demostrado que -debido a su abundancia- ejerce más del 70% de 
la actividad antioxidante en el plasma (Bourdon y Blache, 2001). Esta actividad se 
debe, en parte, a su capacidad para unirse a determinadas moléculas. Por 
ejemplo puede ligar metales, como el hierro y el cobre que están implicados en la 
formación de radical hidroxilo mediante la reacción de Fenton (Roche y cols., 
2008). Otro de los efectos antioxidantes de la albúmina se debe a su capacidad 
de unión a ácidos grasos libres la cual está asociada a un incremento en el riesgo 
de mortalidad cardiovascular (Zoccali y cols., 2005). En este sentido se ha 
demostrado que la toxicidad por niveles elevados de ácidos grasos en plasma es 
mayor si hay una deficiencia de albúmina (Roche y cols., 2008).  
Por otro lado, la albúmina puede ejercer su capacidad antioxidante por la 
presencia en su molécula de aminoácidos -cisteína, triptófano, tirosina, histidina, o 
metionina- que poseen un átomo de hidrógeno en su cadena lateral que pueden 
ceder fácilmente (Aliaga y Lissi, 2000; Nadal y cols., 2007). Se ha demostrado 
recientemente que algunas propiedades antioxidantes de la albúmina dependen 
del mantenimiento de la cisteína-34 en forma reducida y que sustancias oxidantes 
como el peróxido de hidrógeno, el peroxinitrito y el malondialdehído pueden 
oxidarla, reduciendo así parte de las acciones antioxidantes de la misma (Quinlan 
y cols., 2005; Oetti y cols., 2008; Suji y Sivakami, 2008). Es de destacar que entre 
las sustancias que son capaces de proteger a la albúmina de dicha oxidación del 
grupo cisteína, las más importantes son la bilirrubina y el NO (Neuzil y Stocker, 
1994; Rubbo y cols., 1995; Quinlan y cols., 2005). 
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 En cuanto a la bilirrubina también existen evidencias epidemiológicas que 
indican que bajos niveles de bilirrubina en suero se asocian con un aumento del 
riesgo de enfermedad cardiovascular (Mayer, 2000; Lin y cols., 2006; Perlstein y 
cols., 2008). El hecho de que la bilirrubina y compuestos relacionados –biliverdina 
y CO- posean propiedades antioxidantes (Neuzil y Stocker, 1994; Bélanger y 
cols., 1997; Stocker, 2004; McLean y cols., 2007), ha promovido estudios sobre 
cómo estimular la producción de bilirrubina mediante la activación de la 
hemoxigenasa como potencial terapia antioxidante (Clark y cols., 2000; Foresti y 
cols., 2001; Adin y cols., 2005; Abraham y cols., 2007; Chung y cols., 2008). Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que la bilirrubina no es soluble en agua y 
además es un compuesto potencialmente tóxico, por lo que circula unida a la 
albúmina o conjugada con ácido glucurónico. Por lo tanto, las capacidades 
antioxidantes y cardioprotectoras de la bilirrubina podrían ser atribuídas a alguna 
de sus formas conjugadas o combinadas con la albúmina, como por ejemplo el 
LGF. 
Se conoce que los compuestos de albúmina -bilirrubina con enlaces no 
covalentes tienen efectos antioxidantes en el plasma (Chepelev y cols., 2006; 
McLean y cols., 2007); pero dichos efectos no serían muy duraderos ya que estos 
complejos se podrían disociar debido a la naturaleza del enlace, y la bilirrubina se 
excretaría rápidamente. Sin embargo, el LGF -debido a sus características 
moleculares (conformación-enlace covalente)- tiene una vida media prolongada 
(Díaz-Gil y cols., 1987a), habiéndose demostrado que la biliproteína – LGF-, 
posee una semivida plasmática igual a la de la albúmina (Weiss y cols., 1983; 
Gautam y cols., 1984; Reed y cols., 1988; Higashijima y cols., 1996). Por esta 
razón es muy interesante el estudio de los efectos antioxidantes del LGF como 
molécula endógena circulante en plasma. 
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I. CAPACIDAD DEL LGF PARA ELIMINAR RADICALES LIBRES EN MEDIO 
ACUOSO 
En primer lugar se ha probado la capacidad del LGF para actuar como captador 
de diversos radicales libres sintéticos y biológicos, comparando su efectividad 
frente a el Trolox -análogo de la vitamina E- que es un antioxidante de referencia 
habitualmente utilizado para estudiar compuestos potencialmente antioxidantes. 
Puesto que el LGF es un complejo de albúmina –bilirrubina con enlace covalente 
también se ha comparado su efectividad  frente a sus elementos constituyentes 
seroalbúmina y bilirrubina, ya que ambos poseen actividad antioxidante per se y 
unidos en complejos no covalentes (McLean y cols., 2007; Stocker y cols., 2004; 
Roche y cols., 2008). Hay que tener en cuenta que, en medio acuoso a pH 
fisiológico 7,4, la bilirrubina no es soluble ya que tiene una estructura cerrada que 
no le permite actuar como donador de electrones (Chepelev y cols., 2006). Para 
poder determinar el efecto de la bilirrubina como antioxidante, ésta fue 
solubilizada en medio ligeramente alcalino, lo que genera la forma abierta que 
permite la transferencia de electrones.  Esta es la forma en la que parece actuar 
la bilirrubina cuando está unida a la albúmina mediante enlace no covalente 
(Chepelev y cols., 2006; McLean y cols., 2007). 
En primer lugar se comprobó la capacidad del LGF para eliminar un radical 
sintético, el catión radical ABTS. Este ensayo se ha utilizado ampliamente para 
estudiar la capacidad como antioxidantes potenciales de aminoácidos, péptidos, y 
seroalbúmina (Re y cols., 1999; Aliaga y cols., 2000), así como del plasma y de 
homogenizados de tejidos (Bompadre y cols., 2004). La cinética de la reacción fue 
similar para la bilirrubina y el LGF y diferente al Trolox. Este compuesto describió 
únicamente una cinética rápida, mientras que el LGF y la bilirrubina presentaron 
una cinética bifásica con una fase rápida inicial seguida de una más lenta. Esto 
indica que el Trolox es una molécula con una gran capacidad antioxidante pero 
que se consume rápidamente, mientras que la bilirrubina y el LGF poseen un 
mecanismo de acción más lento. Comparando los  potenciales antioxidantes de 
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los distintos compuestos utilizados -en valores de peso:volumen- la albúmina 
presentó poca capacidad comparada con el LGF, la bilirrubina y el Trolox. 
Además, éstos últimos ejercieron su capacidad antioxidante de forma lineal y 
concentración dependiente, mientras que la albúmina sólo fue efectiva a 
concentraciones elevadas y de forma no lineal. Aunque en peso:volumen la 
bilirrubina fue el compuesto con mayor capacidad para eliminar el catión ABTS, si 
se tiene en cuenta el peso molecular de la bilirrubina, el Trolox y el LGF, es el 
LGF el compuesto con una mayor capacidad antioxidante, ya que es capaz de 
eliminar el radical libre con un número mucho menor de moléculas.  
En cuanto a los mecanismos de acción antioxidante, se han descrito dos 
tipos: uno es por transferencia de átomos de hidrógeno (HAT), y el otro por 
transferencia de electrones (SET). Se ha sugerido que la albúmina puede ejercer, 
al menos parte de sus acciones antioxidantes por cesión de un átomo de 
hidrógeno desde aminoácidos como cisteína, triptófano, tirosina, histidina, o 
metionina (Aliaga y Lissi, 2000; Nadal y col., 2007). En cambio la bilirrubina actúa 
mediante el segundo mecanismo SET (Laguerre y cols., 2007). Es posible que el 
LGF al contener albúmina y bilirrubina en su molécula pueda ejercer efectos 
antioxidantes por ambos mecanismos. También es posible que la bilirrubina actúe 
como protector de la albúmina, impidiendo la oxidación de la cisteína-34 (Quinlan 
y cols., 2005), lo que contribuiría a la mayor capacidad antioxidante del LGF. 
La peroxidación lipídica se ha implicado en numerosos procesos 
inflamatorios relacionados con la enfermedad cardiovascular (Hogg y 
Kalyanaraman, 1999). Uno de los aspectos más deletéreos de la peroxidación 
lipídica es que es un proceso en cadena y, una vez iniciado, una molécula puede 
actuar de oxidante de muchas otras. Para determinar la capacidad de los distintos 
compuestos para eliminar radicales peroxilo se utilizó el método ORAC, que 
permite estudiar, con alta especificidad, la capacidad de un compuesto como 
antioxidante en sistemas fisiológicos (Prior y Cao, 1999; Prior y cols., 2005). El 
LGF mostró una actividad antioxidante concentración-dependiente y, tal y como 
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muestran las áreas bajo la curva, fue mayor que la presentada por la albúmina y 
la bilirrubina, incluso sin tener en cuenta el peso molecular. De forma similar, 
comparando diferentes complejos de albúmina-bilirrubina y bilirrubina como 
sustancias capaces de proteger a miocitos frente al daño generado por anión 
peroxilo, se ha demostrado que el compuesto más efectivo fue la  bilirrubina δ (Wu 
y cols., 1991), que es el mismo compuesto que el LGF. En cambio la 
seroalbúmina apenas presentó capacidad para eliminar radicales peroxilo. Estos 
datos sugieren que la unión covalente entre la albúmina y la bilirrubina genera un 
cambio conformacional en la molécula que le confiere sus propiedades biológicas, 
en particular su capacidad antioxidante. Esto se ha demostrado previamente con 
otras acciones del LGF, como su efecto como mitógeno en células hepáticas, el 
cual no está presente en sus constituyentes bilirrubina o albúmina (Díaz-Gil y 
cols., 1987a). 
En cuanto a la cinética de actividad antioxidante frente a radicales peroxilo, 
el Trolox mostró un retraso en la caída de fluorescencia producida por el 
generador de radicales. Este tipo de cinética es característica de algunos 
antioxidantes -como el tocoferol- que actúan mediante autooxidación y rotura de 
la cadena de oxidación, interfiriendo así en la fase de propagación. En cambio el 
LGF y la bilirrubina no presentaron esta primera fase de retraso en la caída de 
fluorescencia. Esto se asemeja a los antioxidantes que actúan en fase acuosa  y 
que inhiben la peroxidación lipídica bloqueando la fase de iniciación (Goupi y 
cols., 2007; Laguerre y Laguerre y cols., 2007). 
El LGF también presentó actividad antioxidante frente al radical hidroxilo de 
forma concentración dependiente. El radical hidroxilo es otro radical libre con gran 
capacidad de daño a diversos materiales biológicos (Huie y cols., 1999) y que 
recientemente ha sido implicado en las alteraciones de la función vascular en la 
rata SHR (Deshmuk y cols., 2007). El LGF y la bilirrubina mostraron una 
capacidad similar para captar radicales hidroxilo, mientras que la albúmina  
mostró una capacidad antioxidante mucho menor. Por otra parte, tanto el LGF 
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como la bilirrubina mostraron una cinética lineal, lo que indica que, al menos en 
nuestras condiciones experimentales, el paso limitante de la reacción es el ataque 
inicial del grupo OH (Halliwell y cols., 1987). Al igual que en los casos anteriores, 
hay que resaltar el hecho de que, si se tiene en cuenta el peso molecular de la 
bilirrubina y el LGF, es necesario un número de moléculas de LGF muy inferior 
para obtener un efecto similar. Estos resultados y los anteriormente discutidos del 
efecto antioxidante frente a radicales peroxilo, refuerzan la idea de que la 
conformación de la molécula de LGF proporciona una mayor capacidad 
antioxidante que la que presentan sus compuestos constituyentes. 
El anión superóxido es uno de los radicales libres de oxígeno centrales en 
la enfermedad cardiovascular, ya que, además de producir efectos deletéreos 
directos sobre la pared vascular (Taniyama y Griendling, 2003), es un radical libre 
implicado en la formación de otras especies reactivas. Uno de los efectos 
importantes del anión superóxido es su interacción con el NO, lo que reduce su 
biodisponibilidad (Kerr y cols., 1999; Hamilton, 2002; Calo y cols., 2005). Estos 
efectos son deletéreos por dos razones; en primer lugar, por la importancia que el 
NO tiene en la fisiología vascular inhibiendo procesos proliferativos y  
manteniendo un adecuado tono vascular y una superficie no trombogénica 
(Sudano y cols., 2006; Pechanova y Simko., 2007). En segundo lugar, la 
interacción entre anión superóxido y NO genera peroxinitrito, una especie 
altamente reactiva que participa en la peroxidación lipídica (Hogg y 
Kalyanaraman, 1999). Se estudió el efecto del LGF en medio acuoso para 
proteger al NO de la destrucción mediante anión superóxido. Para ello se 
mimetizó una situación de estrés oxidativo añadiendo pirogalol en el baño de 
órganos. Este compuesto en nuestras condiciones experimentales (a 37ºC y en 
condiciones de saturación de oxígeno) se ha demostrado que genera anión 
superóxido (Marklund y Marklund, 1974). La generación del anión se comprobó 
por la capacidad del pirogalol en reducir la relajación a ACh, que en las arterias de 
conducción es dependiente de NO (Rees y cols., 1990). El efecto deletéreo del 
pirogalol 1 µM fue contrarrestado por el LGF a una concentración mucho menor, 
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del orden nM. Asimismo, se comprobó que la enzima SOD y el Tirón (análogo 
permeable de dicha enzima), producían también efectos protectores a 
concentraciones habitualmente utilizadas en experimentos de reactividad vascular 
para bloquear el efecto de anión superóxido (Reyes-Toso y cols., 2007). Hay que 
destacar que el Tiron (10 mM) ejerció su efecto antioxidante a una concentración 
mucho mayor que el LGF (0,3 nM). 
 Los resultados in vitro anteriormente discutidos, indican que el LGF es una 
molécula capaz de eliminar varios radicales libres en medio acuoso. Estos 
resultados nos sugieren que el LGF circulante en sangre podría actuar como una 
barrera antioxidante endógena, eliminando radicales libres producidos por la 
pared vascular, de forma similar a otros sistemas de defensa antioxidante como 
pueden ser el glutatión, el ácido úrico, la melatonina, así como algunas vitaminas. 
Además, el estudio de la cinética por el ensayo del ABTS demostró del LGF actúa 
de forma más lenta en comparación con el antioxidante de referencia Trolox 
(análogo de la vitamina E) que se consume en segundos. Esto indicaría que el 
LGF podría comportarse como una segunda línea de defensa, cuando otros 
sistemas de defensa antioxidante de actuación más rápida se han consumido, lo 
que podría ser relevante en situaciones de estrés oxidativo en las que hay una 
producción mantenida de radicales libres.  
También se debe destacar que el LGF tiene una capacidad antioxidante 
muy potente teniendo en cuenta su peso molecular. Cuando se compara con sus 
componentes, los resultados indican que con muy pocas moléculas, el LGF tiene 
una capacidad para eliminar radicales libres mucho mayor que la bilirrubina y la 
albúmina. Estos resultados indican que a concentraciones molares muy bajas en 
plasma, el LGF podría ejercer efectos antioxidantes apreciables. El LGF parece 
ser indetectable en el plasma de individuos o ratas sanos y que su concentración 
aumenta significativamente en situaciones de daño hepático o hepatobiliar (Weiss 
y cols., 1983; McDonagh y cols., 1984; Díaz-Gil y cols., 1986a y 1986b).  En el 
contexto de la enfermedad vascular es importante resaltar que situaciones como 
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la hipertensión y la aterosclerosis cursan con inflamación y se ha demostrado que 
las citocinas inflamatorias pueden producir colestasis, con la consecuente 
elevación de la bilirrubina en plasma (Trauner y cols., 1999). Esto significaría que 
el LGF podría formarse en estas circunstancias y ejercer como molécula 
protectora endógena. Como hemos comentado anteriormente, tanto la bilirrubina 
como los complejos albúmina-bilirrubina poseen actividad antioxidante (Stocker, 
2004; McLean y cols., 2007). El potente efecto que el LGF es capaz de ejercer en 
medio acuoso, junto con el hecho de que el LGF es un compuesto covalente de 
albúmina-bilirrubina, hace que éste se comporte -desde el punto de vista cinético 
como la albúmina-, es decir por sus características de tamaño y cargas no se filtra 
a la orina y tiene una vida media en plasma de 20 días (Greeger y Windhorst, 
1996). Estos hechos sugieren que, posiblemente, el LGF es el complejo de 
albúmina-bilirrubina circulante en sangre con propiedades antioxidantes más 
importante, particularmente en situaciones de daño inflamatorio.  
En relación con los efectos encontrados en la molécula de LGF como 
antioxidante, es de destacar el gran interés que en los últimos años ha generado 
la bilirrubina y la enzima hemoxigenasa (HO) -que participa en la vía de síntesis 
de la bilirrubina- en el contexto de la enfermedad cardiovascular,  con más de 200 
revisiones sobre el tema (entre las más recientes Ollinger y cols., 2007; 
Schwertner HA, Vitek, 2008; Parfenova H, Leffler, 2008; Chung y cols., 2008) y la 
posibilidad de utilizar herramientas farmacológicas o genéticas para estimular la 
HO y aumentar la producción de bilirrubina.  
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II. EFECTO IN VIVO DEL LGF 
El hecho de que la hipertensión arterial y la enfermedad cardiovascular cursen 
con estrés oxidativo ha potenciado la investigación del efecto de sustancias 
antioxidantes como tratamiento de la patología cardiovascular. Entre las 
estrategias que se han considerado se incluyen los tratamientos con suplementos 
antioxidantes como vitaminas o compuestos polifenólicos o la incorporación de 
dietas ricas en sustancias antioxidantes (Ceriello y cols., 2008). Otra estrategia 
terapéutica es la estimulación de la capacidad antioxidante endógena o la 
reducción de la producción de radicales libres (Hamilton y cols., 2004; Delles y 
cols., 2006; Paravicini y Touyz, 2008).   
Se ha constatado que las dietas antioxidantes en las que se incrementa el 
consumo de frutas y verduras reducen la presión arterial, y también incrementan 
la capacidad antioxidante en plasma (Appel y cols., 1997; Ceriello, 2008; 
Paravicini y Touyz 2008). Sin embargo, los efectos de suplementos con 
antioxidantes (vitaminas C, E, carotenoides) han sido controvertidos. Aunque 
algunos ensayos con grupos pequeños de individuos han resultado positivos, la 
mayoría de los ensayos clínicos realizados con un elevado número de pacientes, 
para estudiar el efecto de vitaminas antioxidantes como tratamiento de la 
hipertensión y de enfermedades cardiovasculares, en general han sido negativos. 
Lo mismo ha ocurrido con ensayos en los que se utilizaban micronutrientes 
antioxidantes como suplementos y se ha sugerido que estos tratamientos pueden 
llegar a ser incluso deletéreos (Jialal y Devaraj, 2003; Paravicini y Touyz 2008; 
Ceriello, 2008). Una posible explicación es que en las dietas ricas en frutas y 
verduras hay una mezcla de antioxidantes que pueden actuar en cadena de forma 
más eficiente llegando a formar una especie no reactiva. Sin embargo, la 
suplementación con una sola vitamina o micronutriente pueden no completar la 
cadena e incluso puede llegar a convertirse en una especie oxidante (Ceriello, 
2008; Paravicini y Touyz 2008). La controversia generada por estos estudios con 
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suplementos ha potenciado otra aproximación terapéutica: la inhibición de los 
sistemas de generación de radicales libres de oxígeno -particularmente el anión 
superóxido- por los sistemas enzimáticos endógenos (Touyz, 2005; Cai y cols., 
2003; Cave y cols., 2006; Inagi, 2006; Delles, 2008; Pavaricini y Touyz, 2008).  
Basados en estos estudios, se planteó como otro objetivo de esta Tesis 
analizar el posible efecto antioxidante de un tratamiento de ratas SHR con LGF. 
Se determinó, por una parte, la capacidad del tratamiento para inhibir la 
producción de radicales libres de oxígeno en la pared vascular y, por otra, la 
capacidad del LGF para aumentar las defensas antioxidantes endógenas en 
plasma,  mediante el estudio del sistema glutatión.  
1. PRODUCCIÓN DE RADICAL ANIÓN SUPERÓXIDO 
En primer lugar se estudió el efecto del tratamiento con LGF sobre la producción 
del radical anión superóxido, que es la especie reactiva central en la enfermedad 
cardiovascular y que puede dar lugar a otras especies reactivas más deletéreas 
(Hogg y Kalyanaraman, 1999). La cantidad del radical anión superóxido 
determinada en arteria carótida medida mediante quimioluminiscencia, no fue 
diferente entre las ratas normotensas y las hipertensas. El tratamiento con LGF 
tendió a reducir los niveles de anión superóxido aunque no alcanzó significancia 
estadística. El método de quimioluminiscencia basado en la lucigenina ha sido 
muy utilizado  para estudiar la producción de radicales libres en el tejido vascular. 
Aunque este método es específico y sensible (Guzik, 2005), la cantidad de radical 
anión superóxido que se produce en situación basal, puede encontrarse por 
debajo de los límites de detección. La capacidad del sistema para detectar poca 
cantidad de anión superóxido parece depender del lecho vascular estudiado. Así, 
en arterias mesentéricas (Alvarez de Sotomayor y cols., 2007; González y cols., 
2008) y aorta de ratas SHR (Wu y cols., 2001) se ha demostrado que la 
producción basal es mayor en comparación con la de arterias de ratas WKY. Por 
el contrario, en arterias basilares no pueden ser detectadas diferencias entre 
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cepas y en la arteria cerebral media los niveles basales de anión superóxido están  
incluso disminuidos (González y cols., 2008). Esto puede estar relacionado con la 
capacidad de los sistemas eliminadores del anión superóxido, particularmente la 
SOD, los cuales parece ser elevados en las arterias cerebrales de SHR 
(Paravicini y cols., 2004) y en cambio, son bajas en aorta de ratas SHR (Wu y 
cols., 2001).   
Un método alternativo y más sensible es la detección del radical anión 
superóxido mediante el dihidroetidio. Este compuesto en presencia del radical 
anión superóxido se transforma en bromuro de etidio que se intercala en el ADN y 
se detecta a la longitud de onda de 488 – 515 nm (Arribas y cols., 2007). Este 
método permite, mediante microscopía confocal, localizar en células y en arterias 
intactas, núcleos positivos para el DHE, lo que es proporcional a la cantidad de 
radical anión superóxido producido (Arribas y cols., 2007; González y cols., 2008). 
Se utilizaron arterias mesentéricas de resistencia, ya que pueden visualizarse 
mediante microscopía confocal sin realizar cortes histológicos. Las arterias de 
SHR presentaron mayor número de células positivas para el DHE que las WKY, lo 
que indica una mayor cantidad del radical anión superóxido en situación basal. El 
tratamiento con LGF redujo el número células positivas para el DHE. Estos 
resultados indican que el LGF inyectado en la rata es capaz de señalizar sobre las 
células de la pared vascular y reducir la producción de radical anión superóxido.  
Estos resultados se corroboraron en células de músculo liso procedentes 
de cultivos de ratas WKY, SHR y SHR-LGF.  La caracterización mediante tinción 
de diversos filamentos en estos cultivos celulares, demostró que presentaban 
tinción positiva para α-actina de músculo liso y para el filamento intermedio 
desmina, pero no presentaron tinción para vimentina –que tiñe fibroblastos o CML 
en fenotipo inmaduro sintético-. Estos datos indican que las células de los cultivos 
utilizados son CML y pertenecen al fenotipo maduro. En las CML procedentes de 
ratas SHR se observó una mayor cantidad basal de radical anión superóxido en 
comparación con las células procedentes de las ratas WKY – al igual que se ha 
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demostrado previamente en aorta (Wu y cols., 2001)- y una reducción significativa 
en las CML de ratas SHR tratadas con LGF. Estas células se han extraído de 
animales tratados o controles, y se han mantenido como cultivos primarios. El 
hecho de que los efectos sobre la producción de radical anión superóxido se 
mantengan tras la extracción de las células, indica que se ha producido una 
señalización sobre los mecanismos productores, y que el LGF, además de 
eliminar radicales, produce otro tipo de efectos antioxidantes. En la pared vascular 
la enzima más importante implicada en la producción de radical anión superóxido 
es la NAD(P)H oxidasa y la SOD es el principal mecanismo enzimático para su 
degradación. Se ha demostrado que la NAD(P)H oxidasa se encuentra 
sobreexpresada en vasos de ratas hipertensas SHR y también en pacientes con 
hipertensión y otras patologías cardiovasculares  (Griendling y cols, 2000; Zalba y 
cols., 2001; Fortuño y cols., 2005).   
Para confirmar si el efecto del LGF estaba relacionado con la NAD(P)H 
oxidasa se midió la actividad de esta enzima en arterias carótidas de ratas WKY, 
SHR y SHR tratadas con LGF. En los tres grupos experimentales, la estimulación 
con el sustrato NADH aumentó significativamente la producción de cuantos de 
luz, los cuales fueron significativamente bloqueados por el análogo soluble de la 
SOD, Tiron, lo que indica que la elevación de la quimioluminiscencia se debe a la 
generación del radical anión superóxido. Asimismo, la preincubación con el 
inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, DPI, redujo significativamente la producción 
estimulada de radical anión superóxido, lo que indica la implicación de dicha 
enzima en la respuesta. Este aumento fue mayor en ratas SHR en comparación 
con la rata WKY y fue significativamente reducida en arterias de ratas tratadas 
con LGF. Estos resultados son similares a los observados en ratas SHR-stroke 
prone tras el tratamiento diario con vitaminas C y E durante 6 semanas (Chen y 
cols., 2001).  
La capacidad del tratamiento de las ratas SHR con LGF de reducir los 
niveles de anión superóxido mediados por la NAD(P)H oxidasa es relevante 
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dentro del contexto de los nuevos tratamientos antihipertensivos encaminados a 
inhibición de este sistema enzimático (Touyz, 2005; Cai y cols., 2003; Cave y 
cols., 2006; Inagi, 2006; Delles, 2008; Pavaricini y Touyz, 2008). En animales de 
experimentación ya se han ensayado con éxito diversas estrategias cuya diana es 
la sobreexpresión de la NAD(P)H oxidasa, sin embargo en la actualidad, 
problemas de toxicidad y especificidad de los compuestos ensayados hace que 
no cumplan todavía los criterios para su utilización en los seres humanos (Delles y 
cols., 2008).  
Hoy en día los únicos tratamientos capaces de producir una inhibición de la 
enzima NAD(P)H oxidasa en pacientes son los antihipertensivos relacionados con 
el sistema renina angiotensina (bloqueantes de receptores de angiotensina II y del 
enzima conversor de angiotensina). Estos antihipertensivos clásicos inicialmente 
se utilizaron para reducir los niveles de presión arterial y posteriormente se 
comprobó sus efectos como antifibróticos (Schiffrin, 2004).  Más recientemente se 
ha puesto de manifiesto que la acción de estos agentes puede estar mediada por 
un mecanismo de acción antioxidante (Paravicini y Touyz, 2008). Es  de destacar 
que los efectos de estos fármacos sobre la función y la estructura vascular se 
asemejan a los observados en el estudio de Somoza y cols de 2006 en ratas SHR 
tratadas con LGF, en el que se describió una reducción de la fibrosis vascular y la 
mejora de la disfunción endotelial. En este sentido, es relevante que el LGF hace 
los mismos efectos que los inhibidores del Sistema Renina Angiotensina, pero en 
un tiempo mucho más corto de tratamiento (12 días con 4 inyecciones frente a 
varios meses). El hecho de que el LGF sea un compuesto endógeno y realice los 
mismos efectos antioxidantes indica su potencial terapéutico.  
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2. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE RATAS SHR CON LGF SOBRE EL 
SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE GLUTATIÓN 
En segundo lugar se estudió el efecto del tratamiento con LGF sobre el sistema 
de defensa antioxidante endógeno glutatión. La concentración de glutatión total 
tendió a aumentar en el plasma de ratas SHR con respecto a las ratas 
normotensas WKY, aunque no alcanzó significancia estadística. Por otra parte, el 
glutatión oxidado no pudo medirse con el método utilizado, ya que las 
concentraciones de glutatión oxidado en plasma son muy pequeñas. La actividad 
de la enzima regeneradora de glutatión reducido, la glutatión reductasa no fue 
significativamente distinta en ningún grupo experimental. Sin embargo, se conoce 
que en tejido, la relación entre la concentración de glutatión reducido y  glutatión 
oxidado (GSH/GSSG) está disminuida en la cepa SHR (Gómez-Amores y cols., 
2007) por lo que es de suponer que en el plasma también, aunque en las 
condiciones experimentales descritas en esta Tesis, no ha sido posible detectar 
estas diferencias.  
En cuanto al tratamiento con LGF, hemos visto que aumentaba 
significativamente la concentración de glutatión respecto a la rata WKY. Sin 
embargo no aumentó significativamente la actividad de la enzima GR. Puesto que 
hemos demostrado que el tratamiento disminuye la producción de anión 
superóxido, es presumible que también disminuyan los niveles de glutatión 
oxidado,  lo que tendría como consecuencia que no aumente su actividad la  GR 
en las ratas tratadas con LGF.   
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III. REDUCCIÓN DEL DAÑO PRODUCIDO POR  ESTRÉS OXIDATIVO POR EL  
TRATAMIENTO DE RATAS SHR CON LGF 
PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 
Se analizaron dos aspectos relacionados con el daño oxidativo. En primer lugar, 
se determinó la peroxidación lipídica, puesto que es uno de los aspectos más 
deletéreos del daño producido por radicales libres, al tratarse de una reacción en 
cadena. El malondialdehído -uno de los productos más importantes en la 
oxidación lipídica (Suji y Sivakami, 2008)- se determinó en plasma de ratas WKY, 
SHR y SHR tratada con LGF. Se ha demostrado en estudios anteriores que la 
cantidad de peróxidos en plasma de ratas SHR son mayores que los obtenidos de 
ratas WKY y que son significativamente reducidos tras el tratamiento de los 
animales con ácido ascórbico (Newaz y cols., 2005). Este dato de la elevación de 
peroxidación lipídica en la cepa SHR también se ha demostrado en diversos 
tejidos (Gómez-Amores y cols., 2007). Sin embargo, nuestro estudio demostró 
que la concentración de MDA fue similar en los tres grupos de ratas. En cuanto a 
las discrepancias entre los resultados de MDA descritos en esta Tesis y los 
obtenidos por  otros autores, cabe resaltar que los datos de la determinación en 
plasma de MDA tuvieron una gran variabilidad, relativamente mayor que los 
obtenidos en otros aspectos del estudio con LGF (reactividad vascular, 
determinación de anión superóxido, etc). Esto puede deberse a aspectos 
meramente metodológicos relacionados con la técnica de obtención de muestras 
o la medición del compuesto mediante TBARS. Sin embargo, también se puede 
considerar la posibilidad de la existencia de variabilidad de la cepa SHR y WKY, 
que han propuesto algunos autores (Kurtz y Morris, 1988; Kurtz y cols., 1989; 
Matsumoto y cols., 1991; Michel y cols., 1993; Paré y Kluczynski, 1997; 
Deschepper y cols., 1997 ). Estos estudios indican que pueden existir importantes 
diferencias en la presión arterial y otros parámetros cardiovasculares entre ratas 
procedentes de diversas casas comerciales, particularmente entre la casa 
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comercial Charles River (USA) e Iffa-Credo (Francia). Las cepas WKY y SHR 
utilizadas en esta Tesis que se crían en el animalario de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Autónoma de Madrid procedían en su origen de la casa 
comercial Charles River (USA). Regularmente nuestro grupo de investigación 
realiza medidas de presión arterial de ambas cepas para asegurarse de que 
difieren en dicho parámetro. Durante el período de estudio de esta Tesis, los 
datos de presión arterial obtenidos de ambas colonias no han demostrado 
variabilidad. Sin embargo, existe la posibilidad de que en algunas ocasiones en el 
Animalario se compren ratas (por falta de animales) a través de Iffa-Credo 
(Francia). Esta posibilidad, junto con el hecho de que se han demostrado 
diferencias significativas en el sistema Renina-Angiotensina en las ratas SHR 
procedentes de estas dos casas comerciales (Michel y cols., 1993) podría 
justificar la variabilidad encontrada en las determinaciones de MDA, ya que la 
angiotensina II juega un papel central en algunos aspectos fisiopatológicos de la 
cepa SHR.  
IV.  PROTECCIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO FRENTE A RADICALES LIBRES DE 
OXÍGENO 
Por otra parte, como se  dijo anteriormente, el radical superóxido  reacciona con el 
NO, compuesto derivado del endotelio, destruyéndolo. En un estudio anterior con 
tratamiento con LGF de ratas SHR se observó que se mejoraban las relajaciones 
de las arterias carótidas a ACh (Somoza y cols., 2006). Estos datos podrían 
indicar que el tratamiento con LGF mejora la biodisponibilidad de NO. Se realizó 
un estudio de la biodisponibilidad de NO mediante microscopía confocal y tinción 
con DAF2-DA. Estos datos de medida directa del NO, demostraron que 
efectivamente en las arterias carótidas de ratas tratadas con LGF la 
biodisponibilidad de NO basal es mayor que en las arterias de ratas no tratadas. 
Este efecto parece estar generalizado ya que también se produce en las arterias 
de resistencia. El hecho de que en ambos lechos vasculares el LGF disminuyó la 
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producción de radical anión superóxido sugiere que sea este el motivo por el que 
aumenta la biodisponibilidad de NO.  
Estos estudios con DAF2-DA también mostraron la presencia de tinción en 
la adventicia de las arterias carótidas. El análisis con colorantes nucleares y 
microscopía confocal demostró que esta tinción en la adventicia correspondía a 
vasos que sólo tenían una capa de células (endotelio capilar) y que formaban 
tubos que atravesaban la adventicia. Las grandes arterias tienen vasa-vasorum 
que aseguran la llegada de nutrientes a su pared arterial (Szasz y cols., 2007). El 
estudio de la arteria carótida mostró que la mitad de las arterias de las ratas 
tratadas con LGF tenían vasa-vasorum con producción de NO. En cambio, este 
fenómeno no se observó en las arterias procedentes de las ratas SHR sin tratar. 
Esto, por una parte, indicaría que el LGF puede actuar como un factor 
angiogénico, como ya se ha demostrado en otros estudios (Martinez-Galán y 
cols., 2005; Martín-Hidalgo y cols., 2007) y que puede elevar la biodisponibilidad 
del óxido nítrico no solo en la capa endotelial, sino también en la capa adventicia.   
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Las conclusiones que podemos extraer de la presente Tesis son las siguientes: 
1. El LGF y sus compuestos constituyentes: albúmina y bilirrubina, tienen 
efectos antioxidantes por eliminación de diversos radicales libres en medio 
acuoso, siendo el LGF el que más efecto antioxidante ejerce a menor 
concentración molar. Esta diferencia puede estar relacionada con un el 
enlace covalente entre la albúmina y la bilirrubina, que produce cambios 
conformacionales en la molécula de albúmina. 
2. El LGF tiene capacidad para eliminar radicales libres biológicos en medio 
acuoso a muy bajas concentraciones molares.  
3. El tratamiento con LGF de ratas hipertensas SHR inhibe la actividad de la 
enzima NAD(P)H oxidasa y reduce la producción de radical anión 
superóxido de la pared vascular.  
4. El tratamiento con LGF de ratas hipertensas SHR estimula la producción 
del antioxidante endógeno glutatión en plasma. Sin embargo no se 
modifica la actividad de la enzima glutatión reductasa, regeneradora de la 
forma reducida, posiblemente por existir menores concentraciones de 
radicales libres en las ratas tratadas. 
5. El LGF protege al óxido nítrico vascular de la destrucción por el radical 
anión superóxido, tanto in vitro como in vivo aumentando su 
biodisponibilidad. 
6. La reducción del estrés oxidativo producida por el tratamiento con LGF en 
la rata SHR, puede explicar en parte, sus acciones antifibróticas y 
regenerativas, previamente descritas en el sistema cardiovascular de la 
rata SHR. 
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Conclusión general  
En conjunto, los resultados de los efectos del LGF descritos en la presente 
Tesis Doctoral, sugieren que este complejo covalente de albúmina-bilirrubina, 
puede formar parte de los sistemas antioxidantes endógenos circulantes y 
podría considerarse como un potencial agente terapéutico en la enfermedad 
cardiovascular. 
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